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OZET

Diabetes mellitus, insiilin etkisinin ya da insiilin salgilanmasinin veya her ikisinin
bozuklugunun meydana getirdigi karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda bozukluklara neden
olan kronik hiperglisemi olarak tanimlanir. Diyabetle birlikte ortaya ¢ikan oksidatif stres, cesitli doku
ve organlarda hasara neden olur. Diyabet, merkezi sinir sisteminde yaptig1 hasar nedeni ile biligsel
fonksiyon bozukluklarina yol acar. Bu yiizden diyabet tedavisinde antidiyabetiklere ek olarak
antioksidan maddelerin kullanilmasi oksidatif stresle basa ¢ikabilmek icin tavsiye edilmektedir.
Tiirkiye’deki etnobotanik c¢aligmalar antioksidan etki gosteren bitkilerin kullanimi diyabetin
semptomlarini hafiflettigini gostermektedir. Son zamanlarda nar ¢igceginin antioksidan etki gosterdigi
bildirilmistir. Bu ¢alismada diyabetteki hasarlarda oksidatif stresin rolii ve Punica granatum gigeginin
antioksidan aktivitesi bu stresle basa ¢ikabilmedeki etkisi aragtirilmistir.

Caligmada ratlar kontrol, diyabet (STZ), STZ + Nar ¢igegi I (300 mg/kg/giin), STZ + Nar
cicegi II (400 mg/kg/giin), ve STZ + Nar ¢icegi III (500 mg/kg/giin), diye adlandirilan bes gruba
ayrildi. Morris water maze (MWM) testi uygulandiktan sonra sakrifiye edilerek hipokampusta GFAP,
LPO ve GSH diizeyleri belirlendi.

Diyabet, kontrol ve nar ¢icegi verilen diyabetik gruplardaki Morris Water Maze ve Probe testi
sonuglart STZ grubunun diger gruplara gore 6grenme ve bellek fonksiyonlarinin bozuk oldugunu
gostermigtir. Diger gruplara gore kontrol grubuna en yakin hafiza ve 6grenme testi basarisi gosteren
grubun STZ+NC-III grubu oldugu ve bu grup ile kontrol grubu arasinda istatistiksel fark bulunmadigi
belirlendi. (p<0.05).

Diyabet grubunda, GSH diizeyleri kontrole gdre anlamli olarak diisiiktiir (p<0.05). GFAP
eksprasyonu ve LPO diizeyi ise yiiksekti (p<0.05). Diyabetik gruplara nar ¢icegi uygulanmasi sonucu
STZ+NC-III grubuyla kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak fark yoktur. GFAP ekspresyonu diger
gruplara gore STZ grubunda daha yiiksektir. STZ+NC-II ve STZ+NC-III gruplarindaki GSH degerleri
ise anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p<0.05). STZ grubuna gore STZ+NC-I, STZ+NC-II ve
STZ+NC-III gruplarindaki LPO degerleri anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (p<0.05).

Bu sonuglar nar ¢igeginin diyabetin tedavisi ve olusturdugu hasarlardan korunma
yontemlerinin  gelistirilmesine 6nemli katki saglayacagini gdstermektedir. Ozellikle bilimsel
calismalarla elde ettigimiz verilerin diyabetin komplikasyonlarinin énlenmesinde kullanilan alternatif

tibba bilimsel bir bakis a¢is1 kazandirdig: diisiincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Bilissel Islev, Diyabet, GFAP, Oksidatif Stres, Nar Cicegi
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SUMMARY

Investigation of Effects of Pomegranate (Punica granatum L.)’ Flowers on Oxidative

Damages in the Brain and Cognitive Functions of Experimental Diabetic Rats

Diabetes mellitus are termed as ‘chronic hyperglicemia’ leading to disturbances in
carbonhydrate, lipid or protein metabolism as consequences of inefficiency of insulin, insufficiency of
insulin release or both. Oxidative stress induced during the course of diabetes mellitus leads to
damages in various tissues and organs. Due to the damages to central nervous system, diabetes
mellitus affects cognitive functions. Therefore, for the treatment of diabetes mellitus, in addition to
antidiabetics, antioxidants are advised to be used to cope with oxidative stress. The ethnobotanic
investigation carried out in Turkey showed that use of plants with antioxidant properties decrease the
severity of the symptom of diabetes mellitus. Recently, it has been reported that flowers of
pomegranata have antioxidant properties. In the current study, the role of oxidative stress in the
formation of damages associated with diabetes mellitus and antioxidant ability of pomegranata’s
flowers to cope with the oxidative stress were investigated.

In the current study, rats were divided into five groups: diabetes (STZ), STZ + the flowers of
pomegranata I (PGF-I) (300 mg/kg/day), STZ + the flowers of pomegranata Il (PGF-II) (400
mg/kg/day), STZ + the flowers of pomegranata 111 (PGF-III) (500 mg/kg/day).

The findings from Morris Water Maze and Probe tests in diabetes mellitus, control and
flowers of pomegranata receiving animal groups showed that the animals in STZ group had
disturbances in learning and memory performances compared to the other groups. The group that
showed best performances in learning and memory tests closest to those of control animals among
other experimental groups were STZ + PGF III group. There were no significant difference between
control and STZ + PGF III group (p<0.05).

In diabetus mellitus group, the level of GSH was significantly lower (p<0.05). Whereas, the
levels of LPO and GFAP expression were higher (p<0.05). There were no significant difference
between the levels of GFAP in STZ + PGF-III and control. The level of GFAP expression were higher
in STZ group compared to those of the other groups. The level of GSH in STZ +PGF-I, STZ +PGF-II
and STZ +PGF-III groups were significantly higher (p<0.05). The levels of LPO in STZ +PGF-I, STZ
+PGF-II and STZ +PGF-III groups were significantly lower compared to that of STZ group.

These findings show that flowers of pomegranata may have considerable contribution to
treatment of diabetes mellitus and prevention from the damages induced by diabetes mellitus.

Particularly, the data obtained by the current scientific study endow a scientific point of view to the



commonly used alternative medicine about the importance of supportive curing approaches towards

the prevention of diabetic complications.

Keywords: Cognitive Functions, Diabetes Mellitus, Flowers of Pomegranata, GFAP,

Oxidative Stress
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1.GIRiS

Diabetes mellitus (DM) insiilin etkisinin ya da insiilin salgilanmasinin veya her
ikisinin bozuklugunun meydana getirdigi karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda
bozukluklara neden olan kronik hiperglisemi olarak tanimlanir. DM uzun dénemde ¢esitli
organlarda (gozler, bobrekler, kalp, beyin, kan hiicreleri) hasarlar, fonksiyon bozukluklari
ve yetersizlikler ile seyreder [1]. Diinya genelinde diyabetli hastalarin sayisi ¢arpici olarak
artmaktadir. Gergekten, diinya genelinde 2015 yilinda diyabetli insanlarin sayisinin 230
milyona ulasacagi tahmin edilmektedir. Diyabet kontrol ve komplikasyonlarini aragtirma
da kan glukozunun siki sekilde kontroliiniin diyabetin klinik komplikasyonlarini azaltmada
onemli derecede etkili bir strateji oldugunu fakat kan glukozunun optimal kontroliiniin bile
komplikasyonlar1 engellemeyecegini bildirilmistir [2]. Diyabet, kronik metabolik bir
bozukluk oldugu gibi aym1 zamanda da artmis bir oksidatif stres durumudur. Diyabette
artmig serbest radikaller lipidler, proteinler ve niikleik asitlerle etkileserek membran
biitiinligiinlin kaybina, proteinlerde yapisal veya fonksiyonel degisikliklere ve genetik
mutasyonlara yol agmaktadir [3]. Diyabetteki oksidatif streste rol oynayan serbest
radikaller siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, nitrik oksitdir. Ayrica pek ¢ok
calisma diyabetik komplikasyonlar ve lipid peroksidasyonu arasindaki iliskiyi ortaya
koymustur. Bu yiizden lipid peroksidasyonunun kontrolii ¢ok &nemlidir [4]. Diyabet,
kendini agiz kurulugu, poliiiri, gorme bozuklugu, kilo kaybi, polifaji, agir formlarinda
tedavi edilmediginde stupor, koma, hatta 6liime neden olan ketoasidosis ya da nonketotik
hiperosmolar hiperglisemi gibi semptomlarla gosterir. Cogunlukla semptomlar agir
degildir, bazen hicbir semptom da goriilmeyebilir [5]. Yetiskinlerde, DM ile birlikte orta
diizeyde 6grenme ve hafiza bozuklugu da goriilmektedir [6]. Kronik hiperglisemi boyunca

DM, biligsel bozukluga neden olmaktadir [7].

Streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulan siganlarda, 6grenme ve hafizada
bozukluk (zayiflama) olustugu bildirilmistir [8]. Diyabetik siganlardaki 6grenme ve hafiza
bozukluklarinin, hipokampal sinaptik plastisiteye bagli oldugu goriilmiistiir. Glial fibriler
asidik protein (GFAP) matiir astrositlerin major intermediate filamentidir. Astrosit
farklilagmasi siiresince anahtar olaylardan biri, GFAP ekspresyonunun yapilanmasidir.

GFAP astrosit olgunlagsma belirteci olarak taninir.



GFAP fetal yasamda son derece az miktarda iken, beynin gelisimi ile yogunlugu
artar [9]. STZ ile diyabet olusturulan siganlarda GFAP diizeyleri néronal hasara bagh
olarak arttig1 bulunmustur [10].

Diyabetlilerde protein glikasyonu ve glukoz otooksidasyonu, sonradan lipid
peroksidasyonu (LPO)’nu katalizleyen serbest radikaller iiretebilir [11]. Bunlarin yan1 sira
diyabetlilerde antioksidan savunma sisteminin bozukluklari; antioksidan enzimlerde
degisiklik, bozulmus glutatyon (GSH) mekanizmasi ve azalmis askorbik asit seviyeleri ile
gosterilmistir [12]. Oksidatif strese sebep olan serbest radikal gruplarindan biri reaktif
oksijen tiirleri (ROS)’dir. ROS diyabetlilerde yiikselir. Diyabetle birlikte ortaya c¢ikan
oksidatif stres hafiza ve 6grenme bozukluklarina yol acar. STZ ile diyabet olusturulan
sicanlarin ¢esitli beyin bolgelerinde LPO seviyeleri yiliksek, GSH seviyeleri diisiik
bulunmustur [13].

1.1.Diabetes Mellitus’un Tanimu:

DM insiilin hormon sekresyonunun ve/veya insiilin etkisinin mutlak veya goreceli
azlig1 sonucu karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda bozukluklara yol agan kronik
hiperglisemik bir grup metabolizma hastaligidir [14]. DM klinik olarak polidipsi, poliiri,
polifaji, pruritus, agirlik kaybi gibi klasik belirtiler ve hastalia spesifik retinopati,
ndropati, nefropati gibi komplikasyonlar ile siiphe edilebilir veya taninabilir. Sonug olarak
DM siklikla rutin kan ya da idrar glukoz testinin normal olmayan sonuglarindan ya da
komplikasyonun varligindan dolay: tespit edilir. Bazi durumlarda diyabet, gestasyonel
diabetes mellitus (GDM) veya gebelikte goriilen glukoz intoleransi gibi 6rneklerde oldugu
gibi kolaylikla fark edilebilir. Baz1 kisilerde diyabet gelisme olasiligi glukoz tolerans

anomalilerinden 6nce de tanimlanabilir [14].



1.2. Etyolojik Tipler:

World Health Organization (WHO Diinya Saglik Orgiitii) ve ADA (Amerikan
Diabetes Associaton) tarafindan tavsiye edilen DM’ un etyolojik siniflandirmasi Tablo
1.’de gosterilmektedir [16]. Bu tabloda hastalar etyolojik karakteristiklerine gore
simiflandirilmislardir. Tip 1 ve Tip 2 diyabet terimleri DM’ un genel formlar igin

uyarlanmistir [14].

Tablo 1. Diabetes mellitusun etyolojik siniflamasi [14]

L.Tip 1 Diabetes Mellitus: B hiicre yikim1 genellikle mutlak insiilin yetmezligine
neden olur.

A. Otoimmiin

B. idiopatik

I[I.Tip 2 Diabetes Mellitus: Belirgin insiilin direnci yaninda, goreceli insiilin
eksikligi ile belirgin insiilin sekresyon bozuklugu yaninda, goreceli insiilin direnci
arasinda degisebilir.

II1. Diger spesifik tipler (Tablo 2.’de)

A. B hiicre fonksiyonunun genetik defektleri

B. Insiilin etkisindeki genetik defektler

C. Ekzokrin pankreas hastaliklari

D. Endokrin hastaliklar

E. fla¢ ve kimyasal maddelere bagh gelisen diyabet

F. Enfeksiyonlara bagl gelisen diyabet

G. Otoimmiiniteye bagl nadir diyabet formlar1

H. Diyabetle birlikte olan diger genetik sendromlar

IV. Gestasyonel Diabetes Mellitus




1.2.1.Tip 1 Diabetes Mellitus:

Tip 1 diyabet, B hiicre yikiminin oldugu hastalik formudur. Bu tip hastalik genellikle
hayatta kalmak i¢in insiilin gerektiren diyabet tiplerinin basinda gelir. Tip 1 diyabetli
hastalar, klinik olarak hastaligin acik¢a ortaya ¢ikmasindan dnce metabolik olarak normal
durumdadirlar fakat bazi otoantikorlarin varligi sayesinde P hiicre yikimimnin siireci daha
erken gozlenebilir. Insiiline bagimli diyabet genellikle 25 yasindan kiiciik kisilerde ve
agirlikli olarak 15 yasindan once goriliir. Bu tiir diyabette insiilin yetersizligi vardir.
Hastaligin belirtileri aniden baslar, insiilinin salgilandig1 pankreasin Langerhans adaciklari
tizerindeki beta hiicrelerinin sayis1 azalir, hatta bu hiicre kaybi1 dolasimdaki insiilinin
ortadan kalkmasina kadar devam eder. Total diyabet hastalarinin yaklasik % 10’u insiiline
bagimlidir. Diyabet hastaliginin otoimmiin bir hastalik oldugu ve beta hiicrelerinde tahribin
meydana geldigi konusunda genel bir goriis birligi vardir [34].

Tip 1 diyabet genellikle B hiicre yikimina sebep olan otimmun siirece etki eden anti
glutamik asit dekarboksilaz, anti adacik hiicre ya da anti insiilin antikorlarmin varlig ile
karakterizedir. Bu antikorlarin bir veya birkag¢ina sahip bireyler Tipl A, immun aracili Tip
1 diyabet olarak alt gruplara siiflandirilirlar [17]. Otoimmiin kaynakli tip 1 diyabet;
Genetik yatkinligi olan bireylerde pankreas [ hiicrelerinin yikimi sonucunda olusan
otoimmun bir hastaliktir. Hastaligin etyolojisinde genetik yatkinlik, otoimmunite ve
cevresel faktorler rol oynamaktadir. Tip 1 diyabetin bu formu, progresif seyirli,
tekrarlayan ketozis ataklari, ketozisin engellenmesi ve hayatta kalim icin insiiline
gereksinim duyan hiperglisemi ile karakterizedir. Bu tip bireyler Tipl B veya idiopatik
diyabet olarak siniflandirilir [18]. Idiopatik tip 1 diyabet; Cocukluk yas grubunda nadiren
otoimmunite bulgular1 olmaksizin insiilin eksikligine bagli diyabet saptanmaktadir. Bu
grup hastalar idiopatik tip 1 diyabet olarak siniflandirilmaktadir. Etyolojisi
bilinmemektedir. Tip 1 diyabetli hastalarin ¢cok az bir kism1 bu gruba girer. Tipl B ya da
idiopatik diyabet, Tipl A’da oldugu gibi diisik C peptid ve insiilin seviyeleri ile
karakterizedir. Boyle hastalar ketoasidozise yatkindirlar, buna ragmen laboratuvar olarak

tespit edilebilen herhangi bir otoimmiin antikora sahip degillerdir.



Bu hastalarin bir ¢ogu Afrika ve Asya kokenlidir. Bunlarda epizodik ketozis

olusabilir, fakat instilinopeninin patogenetik mekanizmasi bilinmemektedir [14].

1.2.2.Tip 2 Diabetes Mellitus:

Tip 2 DM en yaygin goriilen diyabet formudur. Insiilinin etkisinde veya insiilin
salimmasinda bozukluk ile karakterizedir. Bu bozukluklardan birisi predominantdir.
Siklikla iki bozukluk da zamanla olusur ve klinik olarak diyabet belirgin hale gelir.
Diyabetin bu tiiriiniin spesifik etyolojisi bilinmemesine ragmen, B hiicrelerinin otoimmdiin
yikimi meydana gelmez. Tip 2 diyabet genellikle ileri yaslarda ortaya c¢ikar. Bu tip
diyabette insiilin sekresyon yetenegi total olarak kaybedilmemistir. Ayn1 zamanda beta
hiicrelerinin sayis1 da normaldir. Bu nedenle bu form, yaslilik diyabeti olarak isimlendirilir.
Hastaligin baslangici ve varligi belirgin degildir. Tip 2 diyabette insiilin salgilanmasinin
yetersiz olusu hastaligin nedenlerinden biridir. Yavas gelisme gosteren tip2 diyabette
instilinin etkiledigi doku hiicre membranlarindaki insiilin reseptdrlerinin yetersiz oldugu bu
ylzden glukozun hiicrelere yeterince alinmamast ve kullanilmamasi durumuyla
karsilagilmaktadir. Bu durum tip 2 diyabetin nedenlerinden biri olup viicutta insiiline kars1
bir direncin ortaya ¢ikmasi olarak tanimlanmaktadir [35]. Tip 2 diyabet hastalar1 genellikle
tam insiilin eksikliginden ziyade insiilin direncine sahiptir. Tip 2 diyabetli hastalar, tani
zamaninda, genellikle yasamlar siiresince, hayatta kalmak i¢in, insiilin tedavisine ihtiyag
duymazlar, fakat sonunda ¢ogu glisemik kontrol i¢in insiilin tedavisine gereksinim
duyarlar. Diyabetin bu formu, diyabetin seyri siiresince progresif B hiicre yetersizligine
baghdir [19]. Ketoasidozis nadiren kendiliginden olusur, fakat enfeksiyon veya stres
durumunda da meydana gelebilir. Tip 2 diyabet hastalariin ¢ogu, kendilerinde diyabet
gelisirken obezdirler ve obezite insiilin direncini siddetlendirir. Tip 2 diyabetlilere siklikla
uzun yillar tan1 konmaz, ¢ilinkii hiperglisemi derece derece gelisir ve erken evrelerde
diyabetin klasik semptomlarin1 olusturacak siddette degildir, boyle hastalar makro ve
mikro vaskiiler komplikasyonlarin gelisimi acisindan risk altindadirlar. Insiilin seviyesi
normal veya artmis olabilir, fakat insiilin direncinden dolay1 kan glukoz seviyesinin

kontrolii yetersizdir. Bu nedenle bu hastalar insiilinopeni ile ayni degil, baglantilidirlar.



Insiilin direnci, kilonun azalmasi veya farmakolojik tedavi ile gliseminin
normallesmesi sonucu diizelebilir [20]. Tip 2 diyabet siklikla kadinlarda goriiliir. Bu
kadinlarin gestasyonel diyabet gecmisleri vardir, ayrica hipertansiyon, dislipidemi gibi
insiilin direnci sendromlarinin karakteristik yapilarina sahip bireylerdir. Tip 1 diyabet ile
ilisigi olan ve obez olmayan hastalar (ki bunlar genellikle Avrupa kokenlidir), Tip 2
diyabet ile tutarli klinik goriintii gosterebilir, fakat Tip 1 diyabetlilerde bulundugu gibi
otoantikorlara sahip olabilirler. Tip 1 A diyabeti olan bdyle hastalar, otoantikor ayrimi

yapilmadikea Tip 2 diyabet gibi goriilebilir [21].

1.2.3.Diger Spesifik Diyabet Tipleri:

Diyabetin diger spesifik tipleri; kendilerinde, temel defekt veya hastaligin siiresi
nispeten spesifik bir yolda teshis edilebilen diyabet hastalaridir. Bu kategori diger spesifik
durumlardaki veya etyolojisi bilinmeyen sendromlara veya ¢esitli hastalara bagli sekonder

diyabet tiplerinin bir karigimidir [22].

Diyabetin diger spesifik tiplerinin nedenleri ve siniflamasi, Tablo 2.’de
gosterilmektedir. Bunlar spesifik monogenetik defektlerle iliskili degisik diyabet tipleridir
ve B hiicre fonksiyonlarinda genetik defekt ile karakterizedir. Bunlarin cogu erken yaslarda
hiperglisemi ve kalitimin otozomal dominant olusuyla karakterizedir. Bunlar ¢ogunlukla
gee c¢ocukluk veya erken eriskinlik caginda olusan diyabet (MODY=maturity onset
diabetes of the young) olarak bilinirler. Bunlar insiilin sekresyonunda azalma veya insiilin
etkisinde defekt olmamasi veya minimal defekt olmasi ile karakterizedir. Otozomal
dominant kalitim gosterirler, fakat heterojendirler. Cok sayida spesifik genetik defekt tespit
edilmistir. Bunlar, HNF4a (MODY 1), glukokinaz (MODY2), HNFla (MODY3), insiilin
promoting faktoér-1 (MODY4) ve HNF3f genleri (MODY5)’1 igerir [29].

Diger B hiicre fonksiyonu genetik defekti, mitokondrial DNA’daki mutasyondan
kaynaklanir. Mitokondiral DNA degisimi 3243. pozisyondaki Leu-Ala genindedir,
sagirlikla birlikte goriilen DM’a neden olur [23]. Aym1 mitokondrial kalitm MELAS
(Mitokondriyal myopati, ensefalopati, laktik asidoz, inme (stroke) benzeri sendrom)

sendromunda da vardir, fakat diyabet bu sendromun bir parcasi degildir [24].



Diyabetin bazi1 formlari, insiilinin veya insiilin etkisinin genetik defekti ile iliskili
otozomal dominant kalitimlidir [25]. Diyabetin bu formunda, proinsiilin insiiline
cevrilememektedir. Genelde glukoz intoleransi hafiftir. Smirli sayida insiilin geninde
spesifik mutasyon, anormal yapida insiilin ve sonugta insiilinin reseptdre baglanmasinda
bozulma tespit edilmistir. Bu diyabet tipinde normal veya hafif bozulmus glukoz
metabolizmas1 olabilir, fakat sirkiilasyonda insiilin veya C-peptid seviyesi yiiksektir.
Insiilin reseptdr geninin spesifik mutasyonlarmin bir ¢ogu tanimlanmistir, bunlar insiilin
etkisinde bozukluk (azalma) olustururlar [26]. Diyabetin ¢ok nadir sebepleri olmalarina
ragmen, bunlar, eger sirkiilasyondaki insiilin seviyesi fazla yliksekse ve eger insiilin
rezistans sendromunun diger klinik ozellikleri, 6rnegin; akantozis nigrikans, ovariyan
disfonksiyon, hiperandrogenizm, lipodistrofi veya asir1 hipertrigliseridemi varsa goz
oniinde tutulmahidir. Eger Sjogren Sendromu, sistemik lupus eritematozis, Ataksi-
Telenjiektazi gibi diger otoimmiin hastaliklar mevcutsa, insiilin reseptor otoantikorlarindan
kaynaklanan diyabet olasilig1 géz 6niinde bulundurulmalidir. Genetik nedenli insiilin etki
defekti, leprechaunism, Rabson Mendenhall sendromu ve lipoatropik diyabetiklerde

bulunur [14].

DM ekzokrin pankreas hastaliginda sekonder olusabilir. 1985 WHO siniflamasinda
malnutrisyona bagimli diyabetin bir alt grubu olan fibrokalkuloz pankreotopati simdi bu
kategoride yerini aliyor. Pankreatit, pankreatektomi, pankreasin neoplastik hastaliklari,
kistik fibrozis ve hemokromatozis diyabete neden olabilir. Ekzokrin pankreas
yetersizliginin spesifik formlarindan olan ve PEK geninin anormalligine bagli Wolcott-
Rallison sendromu erken baslayan diyabet ve multipl epifizyel displaziye neden olur [27].
DM ¢esitli endokrinopatilerin  sonucu olugabilir. Cushing sendromu, akromegali,
feokromositoma, glukagonoma, hipertiroidizm ve somatostatinoma ile birlikte olabilir.
Baz1 ilaglar veya kimyasallar diyabet gelisimi ile iliskilidir. Bunlardan bazilar
glukokortikoidler, nikotinik asit, diazoksid, fenitoin, pentamidindir. Bu ilaclar veya
kimyasallarin, direkt olarak diyabet olusturdugu veya diyabetin, bu ilaclarla bir araya
geldiginde tesadiifen mi goriildiigli kuskuludur. Bazi enfeksiyonlar diyabete sebep olabilir
(konjenital rubella ve sitomegalovirus enfeksiyonlar1) [28]. Baz1 genetik sendromlarla

birlikte diyabet goriilebilir (Down sendromu, Klinefelter sendromu, Turner sendromu).



Tablo 2. Diger spesifik diyabet tipleri [14]

B hiicre fonksiyonu genetik defektleri
20. kromozom, HNF40 (MODY1)
7. kromozom, glukokinaz (MODY?2)
12. kromozom, HNFla (MODY3)
13. kromozom, IPF1 (MODY4)
17. kromozom, HNF33 (MODYY)
Mitokondrial DNA, A3243G
mutasyon
Digerleri
Insiilin etkisinin genetik defektleri
Tip A insiilin rezistansi
Leprechaunism
Rabson-Mendenhall sendromu
Lipoatrofik diyabet
Digerleri

Diyabet ile iligkili diger genetik
sendromlar
Down sendromu
Friedreich ataxia
Huntington hastalig1
Klinefelter sendromu
Lourence-Moon-Biedl sendromu
Myotonik distrofi
Porphyria
Prader-Willi sendromu
Turner sendromu
Wolfram sendromu
Digerleri
Immiin aracili diyabetin nadir
formlan
Insiilin otoimmiin sendrom
Anti-instilin reseptdr antikorlari
Stiff-man sendromu
Digerleri

Ekzokrin pankreas hastaliklar:
Fibrokalkuloz pankreatopati

Pankreatit
Travma/pankreatektomi
Neoplazi

Kistik fibrozis
Hemokromatozis

Wolcott-Rallison sendromu

Digerleri

Endokrinopatiler

Cushing sendromu
Akromegali
Feokromositoma
Glukagonoma
Hipertiroidizm

Somatostatinoma
Digerleri

Ila¢ ve kimyasal nedenler

Nikotinik asit
Glukokortikoidler
Tiroid hormonu
a-adrenerjik agonistler
B-adrenerjik agonistler
Tiazidler

Fenitoin

Pentamidin

Pyriminil

Interferon-a.

Infeksiyonlar

Konjenital rubella
Cytomegalovirus

HNF4a; hepatik niikleer faktor 40, MODY'; maturity onset diabetes of the young,
HNF 1a; hepatik niikleer faktor 1a, IPF1; insiilin promoting faktor 1, HNF3p;
hepatik niikleer faktor 3 f.



1.2.4.Gestasyonal Diabetes Mellitus:

Gestasyonal DM, gebelik doneminde baslayan veya ilk olarak gebelikte teshis
edilen hiperglisemi ile birliktelik icinde olan karbonhidrat intoleransidir [16]. Bu
tanimlama daha Once tanimlanmamis glukoz intoleransin1 veya gebelik Oncesi diyabet
olasiligimmi ortadan kaldirmaz. Gebelik oncesi diyabet oldugunu bilen hamile kadinlar,

GDM degillerdir.

Hamileligin erken donemlerinde, aglik ve postprandial glukoz konsantrasyonu
hamile olmayan kadinlara gore normal olarak diisiiktiir. Bu zaman i¢inde aclik veya
postprandial glukoz seviyesindeki herhangi bir yiikselis gebelik 6ncesi diyabetin varligini
yansitabilir. Fakat gebeligin bu evresindeki anormalligi belirtmek icin gerekli spesifik

kriterler saptanmamustir.

GDM ig¢in yiiksek risk gurubundaki kisiler; glukoz intoleransi hikayesi olan yasl
kadinlar, dnceki hamileliklerinde gestasyonel yasin uzun oldugu bebek dogurmus yash
kadinlar, Tip 2 diyabetin yiiksek riskine sahip etnik gruplardan gelen kadinlar ve aglik veya
tesadiifi kan glukoz seviyesinin yiiksek oldugu hamile kadinlardir [29].

1.3.Diabetes Mellitusun Komplikasyonlari

Diyabet, akut ve kronik komplikasyonlarla seyreden bir hastaliktir. Kronik
dejeneratif komplikasyonlar, en ciddi saglik sorunlarindan birini olusturur. Uzun siire
diyabeti olan olgularda tiim damarlarda bozukluklar gelisir. Degisiklikler hem kapiller ve
arteriolleri yapan vaskiiler hiicreleri, hem de bunlarin bazal membranlarini tutar. Biitlin
mikrovaskiiler yapilar tutulmus olmasina karsin, klinik olarak ancak retina, renal
glomeriiller ve biiyiik sinirlerde patoloji ortaya ¢ikar [14]. DM komplikasyonlar1 Tablo

3.’de gosterilmistir.
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Tablo 3. Diabetes mellitusun komplikasyonlari

Akut komplikasyonlar

1. Hipoglisemi ve hipoglisemi komasi
2. Diyabetik ketoasidoz komasi

3. Hiperosmolar nonketotik koma

4. Laktik asidoz komasi

Kronik komplikasyonlar

1. Diyabetik nefropati

2. Diyabetik retinopati

3. Diyabetik néropati

4. Diyabetik ayak

5. Kardiyovaskiiler hastalik ve hipertansiyon

Diyabetin komplikasyonlari, insiilin homeostazisi ve enerji metabolizmasindaki
degisikliklerden kaynaklanan metabolik stresin bir sonucu olarak meydana gelmektedir
[30]. Diyabet hastali§i zaman zaman asidoz ve komaya yol agmakla kalmamakta, uzun
stiren diyabette diger komplikasyonlar da gelismektedir. Bu komplikasyonlar uzun siireli
hiperglisemi ile beraberdir ve kismen dokularda sorbitol birikmesi ya da ¢apraz kopriiler
bulunan matriks proteinlerinde glikozillenmis son iirlinlerin olusmasina bagli olabilir.
Diyabetin nedeni daima insiilinin etkiledigi doku diizeyinde bir eksiklik olmasi ise de bu
eksiklik ¢esitli anomalilere bagli olabilir. Yani diyabet hastalig1 pek ¢ok nedenleri olan bir
sendromdur. Diabetes mellitusun tip 1 ve tip 2 gibi sik rastlanan iki formu bulunur. Ayrica
diyabet, pankreasin cerrahi olarak ¢ikarilmasi, pankreasin beta hiicrelerinin segici yikimina
neden olacak uygun dozlarda alloksan, streptozotosin ya da diger toksinlerin verilmesi,
insiilin  sekresyonunu inhibe eden ilaglarin verilmesi ve anti-insiilin antikorlarinin
verilmesiyle de olusturulabilir. Tip 1 diyabet insiilinine bagimli bir diyabet hastalig1 iken
tip 2 diyabet insiiline bagimli olmayan ve ilerleyen yaslarda ortaya c¢ikan bir diyabet

hastaligidir [31].
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Diyabetik komplikasyonlarin olusumu iki mekanizma ile agiklanmaktadir. Ilk
mekanizmada, oOzellikle iyi kontrol edilmeyen diyabette proteinlerin nonenzimatik
glikozillenmesinin arttigi ve glikozillenen bu proteinlerin oksidasyonu sonucu serbest
radikallerin olustugu savunulmaktadir. Plazma membran proteinleri ve insiilinden bagimsiz
glukoz alan lens gibi dokularin hiicrelerindeki proteinler uzun siire yiiksek
konsantrasyonda glukoz ile kars1 karsiya kalirsa, glukoz hizla proteinlerin amino
gruplarina nonenzimatik bir yolla baglanir. Bunun tipik o6rnegi glikozillenmis
hemoglobindir [32]. Ikinci mekanizmada, diabetes mellitusta artan kan glikozuna paralel
olarak insiilinden bagimsiz glukoz alan dokularmn hiicrelerinde glukoz konsantrasyonunun
yiikseldigi ve bu dokulardaki artmis glukozun fosforile olmadan enzimatik olarak sorbitol
tizerinden fruktoza fazla miktarda doniistiigii ve bunlar1 metabolize etmeye yetecek kadar
ilgili enzim olmadigindan hiicre i¢inde sorbitol ve fruktozun biriktigi iddia edilmektedir.
Sorbitol ve fruktozun asirt miktarda birikmesiyle meydana gelen osmotik degismeler bu
doku ve organlarin yapisina bagl olarak patalojik hallerin sebebi sayilmaktadir [33].

DM’in akut komplikasyonlar1; Kandaki seker diizeyinin normalin ¢ok altina inmesi
halinde de koma goriilebilir. Seker diistikliigii komasi, tipta hipoglisemi komasi olarak
adlandirilir. Ozellikle tedavi goriip insiilin ya da seker diisiiriicii haplar kullanan kisiler,
yemek yemezler ya da yemeleri gerekenin ¢ok altinda yemek yerlerse, kandaki seker
diizeyleri normalin ¢ok altina iner. Hipoglisemi oncelikle, siddetli bir aclik hissi, sinirlilik,
titreme, soguk terleme gibi belirtilerle ortaya cikar. Seker diismesi arttigina koma tablosu
ortaya c¢ikar. Seker yiiksekligi sirasinda goriilen baska bir koma tiirii de ketoasidoz
komasidir. Insiilin yetersizligi nedeniyle glikoz gibi sekerli maddeleri kullanamayan viicut,
gerekli enerjisini viicuttaki yaglar1 yakarak karsilar. Yaglarin yakilmasi sirasinda viicutta
keton maddeleri birikmeye baglar. Bu da kanin asit-alkali dengesini bozarak hastanin
komaya girmesine neden olur. Bu komanin dncekinden farki hastanin nefesinin ¢liriik elma
ya da aseton gibi kokmasidir. Hiperosmolar nonketotik koma ise tip 2 diyabetiklerde
goriilen bir yiiksek seker komasidir. Tip 2 diyabetiklerde hala ¢ok az miktarda da devam
eden viicuttaki insiilin salgilanmasi sekerin yiikselmesini Onleyemez ancak yaglarin

yakilmasi ve asit cisimciklerinin ortaya ¢ikmasini engeller.
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Daha ¢ok evde yalniz yasayan, bakimi iyi olmayan yagh tip 2 diyabetiklerde gelisen
bu komplikasyonda seker ¢ok daha yiiksek 600 mg/dl diizeylerinin iizerinde olmasina
ragmen idrarda aseton belirtilen nedenlerden dolay1 ya hi¢ yoktu veya ¢ok az
miktarlardadir. Laktik asidoz, viicutta laktik asit birikmesidir. Hiicreler enerji olarak
glukoz dis1 yakit kullandiklarinda laktik asit yaparlar. Eger cok fazla laktik asit viicutta
kalirsa, denge bozulur ve kisi kendini rahatsiz hissetmeye baslar. Daha az siklikta goriilen
bu durum, esas olarak tip 2 diyabetli kisileri etkiler [16].

DM’in kronik komplikasyonlari: Diyabetik nefropati; diyabetik bir hastada
mikroalbuminiiriden nefrotik diizeyde proteiniiri ve/veya son donem bobrek yetmezligine
kadar bir spektrum iceren bobrek hastaligidir. Dializ merkezlerindeki hastalarin yaklasik
yarisini diabetik nefropatiye bagli hastaliklar olusturur. Diyabetik hastalarin tedavisindeki
gelismelere paralel olarak erken kardiyovaskuler oliimler azalmakta ancak kronik
komplikasyonlarin goriilme prevalansi artmaktadir. Tip 1 DM bulunan vakalarda ortalama
5 yildan sonra goriiliirken tip 2 DM vakalarinda tani aninda da diabetik nefropati
bulunabilir. Diyabetli bir hastada diyabetik nefropati olmadan bir bagka bobrek hastaligina
bagl proteiniiri /bobrek fonksiyon bozuklugu %10-20 oraninda goriilebilir. Diyabetik
retinopati: Diyabetik retinopati retinal kapillerlerin hastaligidir. Tip 1 DM’de ilk 5 yilda
genellikle goriillmez, Tip 2 DM vakalarinin bir kisminda tani sirasinda bulunabilir.
Tedavinin sekillendirilmesi diizenli g6z takiplerine gore yapilmaktadir. Diyabetik
retinopati temel olarak retina kapillerlerinin hastaligidir, bazal membran kalinlagmasi,
perisit adi verilen (retina kapillerlerinin destek hiicreleri) hiicrelerin kayb1 ve
mikroanevrizmalar ilk bulgularidir. Hiperglisemi perisit kaybi ve endotel hasarina yol agar.
Diyabetik noropati DM’li bir hastada periferik duyusal, motor ve otonom sinir liflerinde
diffiiz veya lokal hasar meydana getiren kronik bir komplikasyondur [22]. Diyabetik ayak
gelisiminde ndropati varligi 6nemlidir, ¢linkii ndropati aciya duyarliligr azaltir, kiigiik yara
ve kesiklerin farkedilmemesine yol agar. Ayaklardaki nasir, kesik, ¢izik gibi problemlerin
Oonlenememesi  enfeksiyonun ilerlemesine, hipergliseminin  kontrol altina
alinamamasina, sonu¢ olarak ekstremite amputasyonlarina neden olabilmektedir.
Diyabetlilerde alt ekstremite ampiitasyonlar1 diyabeti olmayanlara nazaran 10-15 kat
fazladir. Diyabetik ayak yarasi gelisme riski yliksek olan diyabetlilerin yakin takibi
yapilmalidir.
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Bireyin ayagindaki basinci azaltacak onlemler almasi ve 6zel ayakkabi kullanmasi
yaranin ilserlesmesini Onleyebilir. Hipertansiyonun diyabetle birlikte goriilmesi oldukga
stk olup diyabetik hastalarn yaklasik %20-60’n1 etkilemektedir. Diyabetik hastalarda
hipertansiyonun kontrolii ile ilgili c¢alismalar, kan basincinin diizenli kontrolii
kardiyovaskiiler ve oliim agisindan 6nemli risk azalmasi sagladigimi gostermistir [33].
Birgok iilkede, kardiovaskiiler hastalik ya da dolasim sistemi hastalig1 diyabetli kisiler
arasinda en basta gelen 6liim sebebidir. Diyabetli kisilerde kalp hastalig1 ya da inme
riski 2-5 kat daha fazladir. Bacaklardaki damarlar da etkilenir ve bu ndropatiyle beraber
amputasyona yol acabilir.

Diyabet periferal ve merkezi sinir sisteminde yapisal ve fonksiyonel hastaliklara
neden olur [36]. Ogrenme ve hafiza bozulmasi diabetes mellituslu erginlerde
gbzlemlenmistir [37]. Diyabet kronik hiperglisemi yoluyla bilissel bozukluklara yol acar.
Diyabetik hastalarin beyinlerinde elektrofizyolojikal ve yapisal anormallikler vardir ki

bunlarin bilissel bozukluklarla baglantili oldugu bilinmektedir [6,38].

1.4.Deneysel Diyabet ve Serbest Radikaller:

Diyabetin ortaya c¢ikisinda oksidasyonun rolii olduguna dair bulgularin ¢ogu
deneysel diyabette kullanilan iki ila¢ olan alloksan ve STZ ile yapilan ¢alismalardan elde
edilmistir. Bu kimyasal maddelerin her ikisi de oksidan madde meydana getirerek
Langerhans adaciklarini selektif olarak tahrip ederler. Hiicre tarafindan yeterli miktarda
tutulan alloksan, askorbat ve tiollerle reaksiyona girerek onlarin antioksidan etkilerini
engeller ve oksidanlarin iiretimi ile B hiicre hasarina neden olur. Bir glukonitrozure olan
STZ’nin etki mekanizmasi ise daha az anlagilmistir. Ancak STZ’nin uygun olmayan NO
cevaplar1 meydana getirdigi, NO cevabinin neden oldugu adacik hiicre yikiminin
artmasinin diyabeti olusturdugu diisiiniilmektedir. DM’un baslangicinda siklikla pankreas
adacik hiicrelerinde inflamasyon vardir ve bu insiilitiste fagositlerden salinan serbest
radikaller 6nemli rol oynar. Sitokinler de B hiicrelerinde serbest radikallerin olusumuna yol
acarlar [39]. STZ iligkili diyabet, Tip-1 diyabet icin bir deneysel model olarak karekterize

edilir ve endojen kronik stresin 6rnegini saglar [40].
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STZ iliskili diyabette ilerlemis yapisal ve fonksiyonel anormalliklerin hem periferal
hem de merkezi sinir liflerinde meydana geldigi tanimlanmistir [41, 42]. Oksidatif stres
diyabetik komplikasyonlar ve diyabetin altinda yatan bir mekanizma olarak degerlendirilir.
Serbest radikaller siirekli olarak ¢evresel uyarilarla etkilesim ve normal metabolik siirecin
sonucu olarak viicutta iiretilir. Fizyolojik sartlar altinda antioksidanlarin biiyiik bir bolimii
canli ortamda serbest radikal iiretiminin olumsuz etkilerine karsi viicudu korur [43].
Oksidatif stres, radikal tiretimi ve radikal yok edici sistem arasindaki bir dengesizlikten
kaynaklanir. Ornegin; serbest radikal iiretiminin yiikselmesi veya antioksidan aktivitenin
diismesi ki her iki durumda da oksidatif stres meydana gelebilir. Diyabetlilerde protein
glikasyonu ve glukoz otooksidasyonu sonradan lipid peroksidasyonunu katalizleyen
serbest radikaller iiretebilir [11,43]. Bunlarin yani sira diyabetlilerde antioksidan savunma
sisteminin bozukluklari; antioksidan enzimlerde degisiklik, bozulmus GSH mekanizmasi
ve azalmig askorbik asit seviyeleri ile gosterilmistir [44]. Ancak canli ortamda yiiksek
oksidatif stres asla acik olarak gosterilememistir. Tiyobarbiitiirik asit analiz maddesi
kullanilarak hayvan ve insan modellerinde yapilan ¢aligmalarla, diyabetik yapida
lipoproteinler ve membranlarda LPO’nun yiikselmis oldugu gosterilmistir [35].

Oksidatif strese sebep olan serbest radikal gruplarindan biri Reaktif oksijen tiirleri
(ROS)’dir. ROS diyabetlilerde yiikselir. Bunun ana kaynaklar1 glukoz otooksidasyonunun
ve metabolitlerinin dahil oldugu metabolitlerdir. Bunlarin yanisira ilerlemis glikasyon,
degisken prostanoid iiretimi ve anormal veya etkisiz mitokondriyal fonksiyon vardir [45,
46]. Periferal sinirler i¢in ROS direkt olarak néronlar1 ve Schwann hiicrelerini tahrip
edebilir ve diyabet ile birlikte antioksidan koruma mekanizmalarini tehlikeye atar. Bu
ylizden diyabetik ratlarda siyatik sinir LPO’nu yiikselmistir ve siiperoksit dismutaz
seviyeleri ve indirgenmis GSH formu, GSH peroksidaz ve rediiktazda bir degisiklik
olmamasia ragmen azalmistir [47]. Daha uzun bir donemde bu dorsal sinir kokii
gangliyonlarinda son zamanlarda gozlemlendigi gibi onlarin mitokondrileri ve hiicre
yapilar iizerine kotii etkilerinin yani sira, demiyelinizasyon ve aksonapati gibi kiimiilatif
norodejeneratif degisikliklere yol acabilir [48]. ROS ayrica periferal sinirlerin de dahil
oldugu, bir¢ok organin perfiizyonunu saglayan damar fonksiyonlar1 tizerine de etki yapar.
Bu etki, deneysel modellerde sinir fonksiyonunda en basta beliren bozukluklardan

sorumludur. Nitrik oksit , ROS i¢in 6nemli bir vaskiiler hedeftir.
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Stiperoksit NO’i nétralize eder ve peroksinitrit formu endotel tahribine sebep
olabilen hidroksil radikallerinin bir kaynagidir. Bu ylizden oksidatif stres, hiperglisemiye
akut maruz kaldiktan sonra bile bazi deneysel preparatlarda agikga goriilen vaskiiler
endotele bagl gevsemeyi azaltir [49].

Kontrol edilmeyen hiperglisemili diyabet hastalarinda kardiyovaskiiler hastaliklar,
retinopati, nefropati ve ndropati riski daha yiiksektir. Bu hastaliklarin bazilar1 genetiktir,
digerleri membranin glikasyonunun yiikselmesi, sorbitol akiimiilasyonu ve hiperglisemi
tarafindan sebep olunan aldoz rediiktazin aktivasyonuyla baglantili olabilen bazi
proteinlerle iligkilidir. Protein glikasyonu, lipoproteinlerin oksidasyonu, trombosit
kiimelesmesi ve kanin hiperkoagiilabilitesi gibi risk faktorleri bir 6l¢iide hipergliseminin
direk sonuglarina ve DM’da vaskiiler hastaliklarin gelismesine farkli derecelerde katkida
bulunurlar [50]. Oldukg¢a 6nemli bir metabolik diizensizlik olarak bilinen ve hiperglisemi
ile karakterize edilen diyabet olgularinda serbest radikal olusumunda artis olmaktadir.
Diyabette serbest radikal {iretiminin arttig1 ve radikal baglayici sistemlerde azalma oldugu
ileri striilmistiir. Bu gelismeler diyabet komplikasyonlarinin patogenezinde serbest

radikallere olan ilgiyi arttirmigtir [32].

1.5.Fitoterapi:

Geleneksel olarak uzun yillardan beri bitkilerle tedavi insan hayatinin ayrilmaz bir
parcast olmustur. Halk hekimligi olarak isimlendirilen bu durum kimi zaman modern
tibbin bile ¢are bulamadigi hallerde bitkilerle tedaviye basvurularak olumlu sonuglar
almmustir [51]. Asirlardan beri degisik iilkelerde degisik sekillerde farkli sirlarla veya
terkiplerle o hastaliga uygun, 6zellikle o insanin organ yapisina ve kisisel 6zelliklerine
gore bitkilerden yararlanma yoluna gidilmistir. Her bitkinin kendine has o6zelliklerinin
oldugu bilinen bir gergektir. Tedavilerde insan organ 6zelliklerinin bilinmesi kadar, bitki

ozelliklerinin de bilinmesi ¢ok dnemlilik arz etmektedir [52].
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DM serbest radikallerin arttig1 ve/veya antioksidan mekanizmalarin inhibe oldugu
oksidatif stres durumlarindan birisidir. Cesitli yaymlarda bazi antioksidan enzimlerin
azaldig1, arttig1 veya degismedigi rapor edilmisse de arastiricilarin kesinlikle fikir birligine
vardiklart konu, diyabette lipid peroksidasyonunun arttig1 ve antioksidan mekanizmalarin
bozulmus oldugudur. Bu yilizden diyabet tedavisinde antidiyabetiklere ek olarak
antioksidan maddelerin veya antioksidan Ozellikleri olan antidiyabetiklerin kullaniimasi
oksidatif stresle basa ¢gikabilmek i¢in tavsiye edilmektedir [1].

Giliniimiizde diyabetin kontroliinii saglamak ve komplikasyonlarini azaltmada artik
alternatif tedavilere ihtiya¢ duyuldugu gozlenmistir. Tiirkiye’deki etnobotanik ¢aligmalar
cesitli bitkisel careler fitoterapiler ozellikle antioksidan etki gosteren [sogan (Allium
cepa),sarimsak (Allium sativum), gurmar (Gymnema sylvestre), ¢emenotu (Trigonella
foenum) salt bush (Atriplex halimu), yaban mersini (Vaccinum myrtillus), japon erigi
(Ginkgo biloba), ginseng ve nar ¢igegi gibi] bitkilerin kullanimi diyabetin semptomlarini
hafiflettigini gostermektedir. Ornegin 10 yili askin bir siiredir narin farmakolojik
mekanizmalart konusunda 6nemli asamalar saglanmistir [53]. Narin meyvesinin ve biitiin
kisimlarinin tedavi edici 6zelliklerinin oldugu bulunmus ve bunun yani sira kabugunun,
koklerinin ve yapraklarinin da tibbi agidan 6nemli 6zellikler gosterdigi bulunmustur [54].
Genel olarak narin en onemli tedavi edici bilesenlerinin ellagic acid, ellagitaninler
(punicalaginler), punicic acid, flavonoidler, anthocyanidinler, anthocyaninler ve estrojenik
flavonoller, flavenler ile polifenolik bilesikler oldugunu belirtilmektedir [55,56].

Diyabetin tedavisinde ve oOnlenmesinde pek ¢ok tibbi bitki kullanilmaktadir.
Antioksidan etki gdsteren ve tibbi bitki litaretiiriinde yer alan giiniimiizde 6nemi gittikce
artan tedavi edici etkiye sahip bir meyve Punicaceae familyasindan Punica granatum (Nar)
meyve suyunun, meyve ve kabuk ekstraktlariin cekirdeklerinin tohum yaglari, tohum
ekstraktlarinin ve ¢igceginin énemli oranda antioksidan 6zellige sahip oldugu bulunmustur

[57].
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1.6. Nar (Punica granatum L.):

Punicaceae familyasindan i¢inde kii¢iik ¢ekirdekler ve meyve govdesini olusturan
ylizlerce tanecikten olusmus, hafif eksi tadinda iliman iklimler de yetistirilen bir meyve
tiriidiir. Akdeniz bolgesinden Japonya’ya, 6te yanda ABD’nin giineyi ile Gliney Amerika
Kitasina kadar yayilmis olup kimi yerde meyvesi icin, kimi yerde siis bitkisi olarak
yetistirilmektedir. Ulkemizde Ege ve Akdeniz bolgelerinde bolca, ayrica iklimi uygun olan
diger baz1 yerlerde de yetistirilir. Haziran-Temmuz aylarinda kirmiz1 renkli ¢i¢ekler acan,
iki ile bes metre boylarinda agacciklardir [58].

Bazen dikenli, yaprak doken ¢ali veya agaglardir. Yapraklar basit, tam kenarli,
karsilikli dizilisli ve stipulasizdir. Cicekler tek bagina erdisi, epigin ve aktinomorf
simetrilidir. Sepal sayis1 5-7 adettir, petal sayis1 5-7 adet serbesttir, tomurcuk halindeyken
kiremit dizilislidir. Stamenler ¢ok sayidadir. Ovaryum alt durumlu, ¢ok gozlii, gozler iist
iiste, iistteki eksensel, alttaki ¢eperseldir. Cok sayida oviil vardir. Cigek ekseni ¢ukurlasan
hipantiyum meydana getirir. Meyve biiyiik, ekzokarp ve derimsidir. Tohumlar ¢ok sayida
her biri meyve etiyle sarili durumdadir. Punica L. cins 6zellikleri familya 6zellikleri ile
aynidir. Govdeleri gayri muntazamdir. Yapraklar karsilikli, kisa sapli ve kirmizi kenarhidir.

Cigekler kismen sapsiz, tek tek ve birkagi bir arada bulunur. Canak yapraklar
kirmiz1 renkli, dokiilmeyen ve etlidir. Meyveleri kiire seklinde ve portakal biiyiikliiglinde,
onceleri yesil, olgunlukta kirmizimsi renkte, derimsi kabuklu, ¢ok tohumlu ve etlidir. Nar
cok yillik, cali formunda bir bitki olup ¢ok kuvvetli bir kdk sistemine sahiptir. Bitki ¢cok
govdeli ve sik dallidir. Cigekleri erkek-disi ve erdisi olup kiire seklinde iri bir meyvesi

vardir.
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Sekil 1. Nar (Punica granatum L.)

Ustten hafif basik olan bir iliman iklim bitkisidir. Nar, C vitamini, demir ve
potasyum yoniinden zengin bir meyvedir. Tadi: Tatli, mayhos, eksi gibi ¢esitlidir. Nar
bitkisinin adaptasyon kabiliyeti yiiksektir. Genelde tropik ve suptropik iklim bitkisi
olmasina ragmen, -10 °C'ye kadar dayanabilmektedir [59].

Nar sifali bitkiler litaretiiriinde yer alir. Genellikle besleyici ve tedavi edici ilag
olarak agiz yoluyla ¢esitli karigimlarla birlikte yenilir ve i¢ilir haricen de merhem olarak
kullanilir. Onun sadece meyvesi degil, ¢icegi, ¢ekirdekleri, suyu ve kabuklar1 da cesitli
karisimlar halinde tibbi olarak kullanilir. Nar cennet meyvesi olarak ta nitelendirilir. islami

(13

litaretiirler de “ Her narda bir damla cennet suyu vardir.“ denilmektedir. Ayrica nari

icindeki zar1 ile beraber yiyin ¢linkii mideyi temizler denilmistir.
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Sekil 2. Nar (Punica granatum L.) Cigegi

1.6.1.Nar (Punica granatum L.) Cicegi

Cigekleri, meyvelerinin ortasindan ¢ikar ve 5 pargadir. Genellikle 3 cm c¢apindadir
ve kalin, boru seklinde, kirmizi ¢anakli gibi sekillerde smiflandirilirlar. Cigeklenme
donemi, mayis-haziran aylaridir. Genelde, 50-70 giin ¢icekli kalir. Sicak ve giinesli
yorelerde, zengin ¢icek olusturur [61].

Punica granatum L. ¢igeginin metanolik ekstresinde, pelargonidin 3,5 diglikozit,
ursolik asit, urolik asit, daukosterol, oleonikasit, brevifolinkarboksilat, pomegranatat,
sitosterolile maslinik asit, asiatik asit ve alkan yapisinda maddeler izole edilmistir. Petrol
eterli ekstresinde, sitosterol ve ursolik asit; kloroformlu ekstresinde bu ana bilesenler

yaninda maslinik asit, asiatik asit, sitosterol- -D-glukozit; etil asetat ekstresinde 3,3',4'-tri-
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O-metilelajik asit, daukosterol, urolik ve maslinik asit; aseton ekstresinde etil
brevifolinkarboksilat; etanollii ekstrede ise D-mannitol, elajik asit ve gallik asit, petrol eteri
ekstresinde epikatesin, katesin ve yine gallik asit, elajik asit bulundugu saptanmistir [59,60,
62]. Punica granatum L. ¢icegi lizerinde yapilan ¢alismalar sonunda elde edilen kimyasal

maddeler sirastyla incelenmistir ve yapilarina gore gruplandirilarak agiklanmistir [60].

1.6.1.1.Triterpenler

¢ Oleonik asit * Maslinik asit

HiC CHj

¢ Asiatik asit ¢ Ursolik asit *

* Tohumda da bulunur.
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1.6.1.2.Stereoidler

R=H []-sitosterol
R= Glu Daukosterol

1.6.1.3.Hidroksibenzoik asitler:

0
OH o OH
HO O O OH OH COOH
O OH OH
O
*Elajik asit *Gallik asit

* Elajik asit meyve suyunda, meyve kabugunda ve tohumda, Gallik asit meyve suyunda ve

meyve kabugunda da bulunur.
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1.6.1.4.Diger Bilesikler:

CH,OH
OH———H
oH H
OH———H HoTH
CH
oH
H———O0OH " _
H H
H——F—0H A o
CH,OH
D-Mannitol Pelargonidin 3-5 diglikozit

Nar c¢icegin yiiksek miktarda polifenol igerdigi ve giiclii antioksidan aktivitesinin
bunlardan kaynaklandigi bulunmustur. DPPH sistemde %81,6 antioksidan aktivite
gostermistir. ROS ve RNS tiirevleriyle yapilan in vivo hayvan deneylerinde reaktif
oksijenden ileri gelen doku hasarini iyilestirdigi gézlenmistir [14].

Punica granatum L. ¢igegi ekstresinin seker hastalikli sisman (ZDF) farelerde
yapilan deneylerde Peroksizom arttiric1 reseptdrii (PPAR)-& uyararak kardiyak lipit
alinimini inhibe ettigi ve sirkiilasyonunu azalttig1 boylece ylikselen kardiyak yag asitlerini
diistirdiigi bulunmustur [63]. Punica granatum L. ¢igegi metanol ekstresinin (500 mg/kg
giinliik) 6 hafta oral uygulanmasiyla insiilin reseptoriiniin duyarhiligini arttirarak plazma
glukoz seviyesini diisiirdiigii gézlenmistir [64]. Diger bir ¢calismada normal ve alloksanla
indiiklenen diabetli farelerde Punica granatum L. ¢i¢eklerinin sulu-etanollii ekstrelerinin

(% 50), onemli dl¢iide kan glukozunu diistirdiigli gdzlenmistir [65].
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1.7.Hipokampus:

Hipokampus, serebral korteksin degisik bir tipinden olusan uzunca bir yapidir.
Gergekte, temporal lob korteksin bir bolimiiniin, yan ventrikiiliiniin ventral yiiziini
olugturmak tizere igeriye dogru katlanmasindan ibarettir. Hipokampusun bir ucu
amigdaloid niikleuslara dayanir, kenarlarindan biriyle de temporal lobun ventromedial
korteksi olan parahipokampal girusla kaynasir.

Hipokampusun, serabral korteks boliimlerinin ¢ogu ile oldugu kadar, limbik
sistemin temel yapilar1 olan amigdaloid, hipotalamus, septum ve korpus mamillare ile de
sayisiz baglantisi vardir. Hemen her tip duyusal algi, aninda hipokampusun cesitli
boliimlerinin aktivasyonuna neden olur ve hipokampus bir cok c¢ikis sinyallerini,
hipotalamus ve limbik sistemin Oteki boliimlerine dagitir, 6zellikle en biylik c¢ikis
yollarindan biri fornikse gider. Boylece hipokampus da, amigdaller gibi duysal giris
sinyallerinin uygun limbik reaksiyonlari doguracak ek bir kanaldir.

Hipokampusun bir baska o0zelligi de, cok zayif -elektriksel uyaranlarin,
stimiilasyonu kesildikten sonra saniyelerce devam eden lokal epileptik ndbetler meydana
getirmesidir. Bu durum, hipokampusun normal fonksiyon durumlarinda bile uzun siiren
sinyaller verebilecegini diisiindiirmektedir [66]. Hipokampal epilepsi sirasinda kisi c¢esitli
psikosomatik etkiler algilamaktadir. Bunlar arasinda; koklama, gérme, isitme, dokunma ve
baska tipte haliisinasyonlar bulunur. Kisi bilincini kaybetme ve bu haliisinasyonlarin
gercek dist oldugunu bilse bile, bunlar1 bastiramaz, kontrol edemez. Hipokampusun bu
asirt duyarhiliginin nedenlerinden biri belki de, beynin baska bolgelerindeki korteksten
farkli olarak alt1 tabaka yerine ancak ii¢ normal tabakasi olan bir korteks tipinde olmasidir.

Hipokampus, epilepsinin tedavisi amaciyla birka¢ vakada cerrahi olarak
cikarilmistir. Bu sahislar daha once 6grenmis olduklar1 aktivitelerin ¢ogunu yeterli bir
sekilde yapabilirler. Bununla beraber hemen hemen yeniden higbir sey Ogrenemezler.
Gergekten kendileriyle her giin birlikte olan kisilerin bile isimlerini veya yiizlerini
ogrenemezler. Ancak bir an icin ya da aktiviteleri sirasinda ne oldugunu animsayabilirler.
Boylece, yalniz kisa siireli primer bellekleri vardir. Bunlarda uzun siireli sekonder bellek
olusturma yetenekleri tamamen ya da biiyiik Ol¢lide ortadan kalkmistir. Bu durum

anterograd amnezi olarak isimlendirilmistir.
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Hipokampusun bozulmasi, daha 6nce kazanilmis bellekte de baz1 eksikliklere yol
acar, yakin zamanlara ait bellek, uzak ge¢mise gore biraz daha kuvvetlidir. Hipokampus
olfaktor korteksin bir pargasi olarak geligsmistir. En asagi simif hayvanlarda, hangi
besinlerin yenilecegi, belirli objelerin kokusundan tehlikeli olabilecekleri, kokunun sekstiel
bakimdan davet edici olup olmadigini belirlemede ve hayati 6énem tasiyan Gteki birgcok
kararlarin alinmasinda 6nemli rol oynar. Boylece, beynin en erken gelisiminde,
hipokampus kritik karar verici néronal mekanizmay1 olusturarak, giris sinyallerinin énemli
tiplerini ve 6nem derecelerini belirleme fonksiyonunu yiriitiir. Belki de beyinin 6teki
boliimleri gelistikce, 6teki duysal alanlardan hipokampusa gelen baglantilar bu karar verme
yetenegi ile ilgili rolii devam ettirmektedir.

Hipokampusun, kisa siireli bellegin uzun siireli bellege cevirilmesine neden olan
diirtiiyii sagladigr ileri siirtilmiistiir. Yani bazi tip sinyalleri kalic1 deponun yer aldig1 uzun
stireli bellegin depo alanlarina tasir. Mekanizma ne olursa olsun, hipokampus olmadan,
uzun siireli bellegin pekistirilmesi miimkiin olmamaktadir [67].

Ogrenme ve hafiza, limbik sistemde dahil olmak iizere, merkezi sinir sisteminin
bircok bolgeleri ile ilgili kompleks fonksiyonlardir. Yeni edinilen bilgilerin
depolanmasinda hipokampusun énemli rolii oldugu bilinmektedir. Hipokampus’u etkileyen
lezyonu olan hastalarda kisa siireli hafizanin uzun siireli hafizaya donistiirilmedigi
gozlenmigtir. Lezyonun sol hipokampusta oldugu durumlarda daha ¢ok sozel hafiza
etkilenirken, sagda oldugu durumlarda ise gorsel hafiza etkilenmektedir [68].

Her tiirli duyusal algi, aninda hipokampusun c¢esitli boliimlerini aktive eder.
Korteks ile alt sinirsel olusumlar arasinda algilama, limbik sistem, soyut diisiinme ve
algilama, 6grenme, hafiza (data, depolama), uzaysal hafiza gibi verilerin aktarilmasinda

hem koprii hemde kavsak rolii oynar [69].
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1.8. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, biyolojik sistemlerde prooksidan ve antioksidan dengesinin
bozulmasi olarak tanimlanabilir. Bu denge bozuldugunda, serbest radikaller ve serbest
radikallerden tlireyen non-radikal reaktifler hiicrelerdeki makromolekiillerde oksidatif
hasar olusturur; boylece genler, proteinler, yapisal karbonhidratlar ve lipidlerde yapi-
fonksiyon bozulmasi meydana gelir. Oksidatif stres akut ve kronik bir¢ok hastaligin
patogenezinde asli rol oynar [70,71]. Bu reaktiflerin yiiksek konsantrasyonlarda zararli
etkileri olsa da ‘1liml’ konsantrasyonlarda, fizyolojik anlamda 6nemli regiilatuar rolleri
vardir. NO ve ROS baz1 canli sistemlerinde diger fizyolojik fonksiyonlar i¢in sinyal
baslatic1 (signalling) Ozelliklere sahiptir. NO vaskiiler tonus diizenlenmesindeki rolii,
ROS’un doku oksijen durumunun (doku oksijen basincinin) bir gostergesi olarak
ventilasyonun ve eritropoietin sentezinin kontrolii 6rnek olarak verilebilir [70].

Biyolojik sistemlerde oksidasyon daha ¢ok serbest radikaller araciligiyla
olusmaktadir. Serbest radikaller yoriingelerinde eslenmemis elektron tasidiklarindan
unstabildirler; bu nedenle diger molekiillerle kolaylikla reaksiyona girebilirler [72,73].

Stiperoksit anyon radikali, hidroksil radikali, hidrojen peroksit, singlet oksijen,
CCly, NO ve fenilhidrazin radikali (C¢HsN=N), tiyol bilesikleri (R-SH), viicutta bulunan
bazi metaller biyolojik sistemlerde oksidasyon reaksiyonlarinda yer alirlar [74, 75].

Biyolojik sistemdeki (ROS) en onemli kaynagi aerobik metabolizmadir. Reaktif
oksijen tiirleri radikaller ve non-radikaller seklinde gruplanabilir. Radikal olmayan oksijen
tirlerinin  yoriingelerinde elektron eksigi yoktur ve radikallere gore daha zayif
oksidanlardir [70].

Biyolojik sistemde oksidan maddelerin tehlikeli sekilde yiikselmesini engelleyen ve
oksidasyon-rediiksiyon homeostazinin saglanmasina katkida bulunan c¢esitli enzim ve
maddeler vardir. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-
Px), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon-S-transferaz (GST), mitokondrial sitokrom
oksidaz, hidroperoksidaz, seruloplazmin, transferin, ferritin, hemoglobin, miyoglobin,
vitamin E, C, A, melatonin, GSH, NAC, ubiquinon, selenyum. Burada belirtilenler disinda

cok sayida endojen ve eksojen antioksidan kesfedilmistir [70,71,73].
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1.9.0grenme ve Bellek:

Hayvanlara ve oOzellikle insana ait bir nitelik, davranisini deneyimlere gore
degistirebilme yetenegidir. Ogrenme bunu gerceklestirebilmek igin bilgi kazanabilme,
bellek bu bilgiyi koruma ve depolamadir. Agikca goriilecegi gibi bu iki olay birbiri ile
yakindan iliskilidir ve her ikisinin birlikte ele alinmas1 gerekir.

Fizyolojik bakis acisindan bellek, net (eksplisit) ve gizli (implisit) olarak iki tipe
ayrilabilir. Tanima bellegi veya deklaratif bellek olarak da adlandirilan net bellekte, biling
esleniktir ve hipokampus ile beyinin medial temporal loblarinin diger boliimlerinde
depolamaya bagimlidir. Olaylara (epizodik) ve sozciik, kural, dile ait (semantik) bellek
olarak alt gruplara ayrilir. Gizli bellek uyaniklig1 icermez ve buna varligr anlasilmayan
veya refleksif bellek de denir. Bunun depolanmasi, en azindan bazi durumlarda,
hipokampusta islemlemeyi icermez ve diger seylerin yanisira, beceri, aligkanlik ve kosullu
refleksleri kapsar. Ote yandan, bisiklet siirme gibi etkinlikler, tam olarak grenilinceye
kadar baglangicta tanima bellegi olusturup daha sonra refleksif bellege gecer [32].

Eksplisit bellek ile implisit bellegin ¢esitli formlar1 sunlari igerir:

e Saniyeler ile dakikalar boyu siiren, bu sirada hipotalamustaki veya bagka yerlerdeki
islemlerin, kavsak etkinligindeki uzun siireli degisiklige dayandigi kisa siireli
bellek,

e Bellegin yillarca ve bazen yasam boyu depolandigi uzun siireli bellek.

Kisa siireli bellek sirasinda an1 kalintilar1 travmalar ve c¢esitli ilaglarla bozulabilir, halbuki
uzun siireli an1 kalintilar1 bozulmaya belirgin sekilde direnclidir. Calisan bellek, kisi bir
bilgiye dayanan girisim planlarken bilgiyi hazir tutan kisa siireli bir bellek tipidir.

Implisit bellek, bir kez kazanildiktan sonra bilingsiz ve kendiliginden gerceklesir
hale gecen beceri ve aligkanliklar1 kapsar. Bu bellek, daha once karsilagmis olma sonucu
sOzciik veya cisimlerin taninmasini kolaylastiran durumu da igerir. Bunun bir 6rnegi, ilk
birka¢ harfin séylenilmesi sonucu bir kelimenin daha kolay hatirlanmasidir. Implisit
bellegin diger cesitleri, asosiyatif olan ve olmayan formlara ayrilabilir. Asosiyatif olmayan
O0grenmede organizma tek bir diirtii ile 6grenirken asosiyatif 6grenmede organizma bir

diirtlinlin diger diirtii ile olan iliskisini 6grenir.
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Aligkanlik (habitiiasyon), noral bir uyarmin defalarca yinelendigi basit bir
ogrenme seklidir. Bir uyar ilk kez uygulandiginda, o canli i¢in yeni olup bir tepkime
uyandirir. Bu uyan yinelenecek olursa, giderek daha az elektriksel cevap olusturur. En
sonunda denek uyarana alisir ve buna aldiris etmez. Duyarlanma (sensitizasyon) bir
anlamda bunun tersi olan bir olaydir. Yinelenen uyaran, eger hos veya hos olmayan bir
baska uyaranla bir veya daha fazla birlikte verilirse daha biiyiik bir cevap meydana getirir.
Uyaranlarin uyandirma degerinin benzeri yogunlagmasinin insanda meydana geldigi
bilinmektedir. Cesitli tiir giiriiltiiler arasinda uyuyan annenin bebegi aglayinca hemen
uyanmasi buna Ornektir. Aligkanlik asosiyatif olmayan bir 6grenme 6rnegidir. Asosiyatif
O0grenmenin klasik oOrnegi kosullu reflekstir. Kosullu bir refleks, Onceden cevap
olusturmayan veya c¢ok hafif bir cevap olusturan bir diirtiiye karsi, bu diirtiiniin, bu cevabi
normal olarak uyandiran bir diger diirtiiyle tekrar tekrar eslestirilmesiyle kazanilan bir
refleks cevaptir [76].

Bellekte kilit 6ge, sec¢ilmis kavsak baglantilarin giiclinde degisiklik olmasidir. En
basit olanlar hari¢ biitiin bellek bigimlerinde, bu degisiklik protein sentezini ve genlerin
etkinlestirilmesini igerir. Bu olay, kisa siireli bellekten uzun siireli bellege gegis sirasinda
goriiliir. Hayvanlarda, her egitim oturumunu izleyen bes dakika i¢inde anestezi uygulanir,
elektrosok verilir veya protein sentezini bloke eden ilag, antikor veya oligoniikleotidler
kullanilirsa, uzun siireli 6grenilmis cevaplarin kazanilmasi 6nlenir. Bu girisimler, egitim
oturumlarindan dort saat sonra yapilirsa kazanim iizerine herhangi bir etki goriilmez.
Insanda bu olaylarmn karsiligi, beyin sarsintis1 veya elektrosok tedavisinden hemen once
gergeklesmis olaylara ait bellegin yitimidir (retrograd amnezi). Bu amnezi, deney
hayvanlarindakinden daha uzun dénemleri kapsarsa da uzak bellekler el degmemis olarak
kalir [32].

Hafiza ve Ogrenme yasla baglantili nérodejeneratif hastaliklarla bozulur. Bu
hastaliklarin belirli bolgelerde reaktif oksijen tiirlerinin asirt bulunmasiin bir sonucu
olduguna inanilir. Beyin, radikal oksijen olusumunun nisbeten yiiksek olmasi, kolaylikla
okside olabilen lipitlerin yiiksek konsantrasyonlarda varligi ve antioksidan savunma

sisteminde nisbeten olan eksiklik yiiziinden oksidatif strese hassastir [77-79].
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1.10.Oksidatif Stresin Hafiza ve Ogrenmeye EtKkisi

Hafiza ve 0grenme yasla baglantili norodejeneratif hastalikli kisilerde bozulur.
Yasla birlikte insan anlayisinin noérolojik karisikliklar tarafindan takip edilen
dejenerasyonuna sinir sisteminin oksidatif tahribi tarafindan sebep olunabilecegi
diistiniilmiistiir. Beyin ve sinir sisteminin, fazla miktarda oksijen kullanan lipit bakimindan
zengin noral parankimadan yiiksek oranda igermesi ve diisiik antioksidatif enzimlere sahip
olmalar1 yliziinden peroksitlerin tahribine karsi diger dokulardan daha fazla hassas
olduklar1 diisiiniilmektedir [80,81]. Beyinin yaslanmasiyla ilgili son c¢aligmalarda
Alzheimer hastaliginin yanisira normal olarak beyin yaslanmasi boyunca oksidatif tahribin
arttigi gosterilmistir [82,83]. Motor fonksiyonlar1 ve biligsel kontrol igin diisiiniilen
serebral korteks ve hipokampus oksidatif strese oldukca hassas olarak goriiliirler ve
antioksidanlara ihtiya¢ duyarlar [84]. Oksidatif strese maruz kalan ratlarda, serebral
korteks ve hipokampusun sinapslarinda siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz
aktivitesinin normal ratlarla karsilastirildiginda yiikseldigi, katalaz aktivitesinin diistiigii
rapor edilmistir [85]. Deneysel olarak meydana getirilmis oksidatif stresle serebral korteks
ve hipokampusun tahribiyle neden olunan ndrodejenerasyonu engellemek i¢in melatonin
ve vitamin E gibi antioksidanlarin kullaniminin 6nemi tespit edilmistir [13,43,86,87]. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda ratlarda oksijen eksikligi durumunda elektron
mikroskobuyla gozlemlenen degisikliklere sinaptik vezikiillerin normal olmayan
akiimiilasyonu, sinir hiicre ¢ekirdeklerinin deforme olmasi ve sismis mitokondriler gibi
ornekler verilebilir. Bu bulgular nérotransmisyon fonksiyonunda bir eksikligin olduguna
isaret eder [82,88].

Hiperglisemi ile uyarilan oksidatif stres, diyabetin en sik go6zlemlenen
komplikasyonlarindan biri olan diyabetik noropatinin gelismesini saglar [89,90]. Serbest
radikaller, lipit, niikleik asit, karbohidrat gibi biyolojik makromolekiillerle etkilesirler ve
oksidatif strese sebep olarak diyabetle baglantili noropatolojiye katkida bulunan ndronal
Oliimii meydana getirirler [90,91]. Diabetes mellitus’ta antioksidan kullanim1 ve oksidatif

stresin rolleri ¢ok sik olarak ¢aligilmistir [92].
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1.11.Diyabetik Ratlarda Ogrenme Eksiklikleri

Diyabetle birlikte ortaya ¢ikan oksidatif stres, hafiza ve 6grenme bozukluklarina
yol agar. Bu olaya serbest radikallerin etkisi biiyiiktiir. Eger diyabetin baslangicinda insiilin
pelletlerinin subkutan implantasyonu yapilirsa kan glukoz seviyeleri 25 mmol’den normal
seviyesine (7 mmol) diisiiriildiigi i¢cin tamamiyla 6grenme eksiklikleri 6nlenmis olur. Ama
bu uygulamaya diyabet uyarisindan 10 hafta sonra baslanirsa ki bu zaman 6grenmenin
bozulmus oldugu zaman araligidir, bu durumda sadece az miktarda gelisme vardir. Morris
water-maze performansinda yash ratlarda goriilen bazi bozukluklar, diyabetik serebral
fonksiyon bozuklugu ve yaslanma arasinda bir etkilesimin var oldugunu gostermistir ki bu
bozukluklar geng-ergin ratlarda umulan etkilerden daha biiyiiktir [93]. STZ iliskili
diyabetik ratlarda diyabet uyarisindan 10 hafta sonra Morris water maze testinde 6grenme
eksiklikleri goriilmeye baglamistir [93,94]. Isin uzaysal versiyonuna bakildiginda ise
diyabetik ratlarin Morris water maze testinde son egitimlerinde bile 1srarla havuzun
kenarlarina kagmaya tesebbiis ettikleri yapilan ¢alismada gozlemlenmistir. Ancak diger
taraftan kontrol ratlar1 bdyle bir davranis sergilememislerdir. Bu, diyabetik ratlarin

kontrollerden daha diisiik diizeyli 6grenme yetenegine sahip olduguna isaret eder [94].

1.12.Glutatyon (GSH):

GSH (y-glutamil-sisteinil-glisin) memeli hiicrelerinde en ¢ok bulunan antioksidan
ve GSH/glutatyon disiilfid (GSSG) de hiicrelerdeki major redoks ciftidir. GSH antioksidan
savunma sisteminde, besin metabolizmasinda, gen ekspresyonu, DNA ve protein sentezi,
hiicre proliferasyonu ve apoptozis, sinyal transdiiksiyonu ve daha bagka hiicresel olaylarda
yer alir [95, 96].

Glutatyon, organizmanin tiim hiicrelerinde bulunan, hiicrenin protein yapisi
disindaki siilfidril igeriginin % 90 kadarini olusturan bir tripeptiddir. Glutamik asit, sistein
ve glisin aminoasitlerinden gamma glutamil sistein sentetaz ve glutatyon sentetaz

enzimleriyle olusur [97].
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Serbest bir siilfidril grubuna sahip olan indirgenmis GSH, hiicre i¢i bir siilfidril
tamponu olarak etkilidir ve hiicreleri oksidatif ve toksik etkilere karsi korur. Eritrositlerde
bulunan indirgenmis GSH, hemoglobinin sistein gruplarini ve diger hiicre proteinlerinin
tiol gruplarimi indirgen sekilde tutar. Boylece hemoglobini oksidasyondan koruyarak
hiicrenin biitlinliigiinii saglar [97]. GSH, hidrojen peroksidi, lipid peroksidleri, disiilfidleri,
askorbati ve serbest radikalleri indirgeyebilir. GSH’un peroksidlerle ve disiilfidlerle
reaksiyonu sonucu glutatyon disiilfit olusur. Glutatyon disiilfit diizeyindeki artis oksidan
stresin bir gostergesidir. Glutatyon disiilfit, tiol igeren proteinlerin konformasyon ve

aktivitesi tizerine zararh etkileri olan bir maddedir [98,99].

1.13.Lipid Peroksidasyonu (LPO):

Oksidatif hasara en duyarli biyomolekiillerden biri de membran lipidleridir. Lipid
oksidasyonu sonucunda LPO olusur. Lipid peroksidasyonu, membran yapisindaki
poliansature yag asitlerinin (PUFA), reaktif oksijen tiirleri tarafindan peroksitler, alkoller,
aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan, pentan gibi sekonder iiriinlere yikilma reaksiyonudur
[100]. Lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonu seklinde ilerleyen, hedef sistemlerin yap1 ve
fonksiyonlarini bozan dejeneratif bir stiregtir [101].

Lipit peroksidasyonu ve peroksidasyon sonucu olusan {iirlinler membran yapisina
ve ¢esitli hiicre bilesenlerine zarar verir; membran geg¢irgenligi ve mikrovizkozitesi dnemli
sekilde etkilenir. Peroksidasyonla olusan malondialdehid (MDA), membran
komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olarak, deformasyon, iyon
transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik
membran Ozelliklerini degistirir. MDA, proteinlere, fosfolipitlere ve niikleik asitlere
baglanarak toksik etkisini gdsterir. MDA bakteri ve memeli hiicrelerinde mutajenik ve
siganlarda karsinojeniktir [71,72,102,103]. Lipid peroksidasyonunun diger bir major
aldehit tirlinli olan 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) hiicresel strese cevap olarak ve pek c¢ok
kronik ve inflamatuar hastalikta artar [104]. HNE daha zayif mutajeniktir fakat lipit

peroksidasyonunun major toksik iiriinlerinden biridir [71].
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Cesitli ¢alismalarda LPO artisina GSH-Px [105-108] ve diger antioksidanlarda
azalma eslik etmistir [109, 110]. Yapilan calismalarda HNE nin GSH ile kendiliginden
reaksiyona girdigi gosterilmistir, ancak hiicre i¢cinde GSH-S transferazlarin reaksiyona
katilmasiyla reaksiyon daha hizli ilerler [111,112].

GSH-Px, HNE ile inkiibe edildiginde zaman ve konsantrasyona bagli kompetitif
inhibisyon nedeniyle enzimatik aktivite kaybolur [72]. HNE ile intraselliiler GSH
konsantrasyonu arasindaki iligskiyi arastiran calismalarda, baslangigtaki azalmayi takiben
bir artis oldugunu bildirmektedir [113, 114]. HNE bir yandan GSH’yi azaltirken diger
yandan sentezini de indiiklemektedir [104]. Folat eksikligi durumunda beyin hiicrelerinde
glutatyon diizeylerinin arttig1 bildirilmistir [115]. LPO fdirlinlerinin GSH sentezini
arttirmalar1 bu durumu agiklayabilir. LPO oksidatif stresin gostergelerinden biri olarak da
degerlendirilebilir [71]. Bu amagla LPO firiinlerinden olan MDA ve 4-hidroksinonealin
Olctimii yapilmaktadir [72].

1.13.1.Lipid Peroksidasyonu, Prostoglandinlerin Nonenzimatik Etkilesimi:

Membran lipidlerinin peroksidasyonu, enzimlerin inaktivasyonuna ve membran
proteinleri ile lipidler arasinda bag olusumuna neden olarak hiicre 6limiinii hizlandirir.
LPO, DM’un erken donemlerinde baslar. Endondral damarlara ve endotel hiicrelerine
toksik etkilerinden dolay1, sinir iletim hizinda yavaslamaya neden olurlar. Lipid
peroksidler; vaskiiler endotele direkt zarar verebilecegi gibi, prostoglandin biyosentezini de
etkileyerek diyabetik ndropati patogenezinde rol oynar. Lipid hidroperoksitler endotelyal

prostasiklin sentezini azaltirlar [116].

1.14.Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP):

Astrositler beyinde ndronlarin yasamlarini stirdiirmesinde 6nemli bir rol oynarlar ve
noronlarin fizyolojik olarak fonksiyon gormeleri icin gerekli olan iyonik c¢evrenin
diizenlenmesini saglarlar. Glial hiicreler merkezi sinir sistemine karsit olan tahripleri

takiben baslangigtaki hiicresel cevaplar1 olustururlar.
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Reaktif gliozis fiziksel ve kimyasal tahriplerden kaynaklanan néronal bozukluga
kars1 astrositlerin bir reaksiyonudur. Bu olay astrositler icin spesifik belirleyici olan
GFAP’in asir1 bir ekspresyonuyla karekterize edilir. GFAP bir intraselliiler intermediate
filamenttir. GFAP’nin stabil astrosidik siire¢lerde esas oldugu ve hatta noéronal hasarlarda
merkezi sinir sisteminin morfojenezi i¢in kritik bir materyal oldugu bilinmektedir. Noronal
hasara cevap olarak astrositler GFAP yapimini hizlandirirlar [9,117].

Intermedier filaman proteinler beyin hiicre iskeletini olusturan ana unsurlardir
[118]. Bir hiicre iskelet protein ailesi iiyesi olarak GFAP’nin astrositlerin yapisal ve
fonksiyonel biitiinliigiinliin saglanmasinda onemli rolii oldugu diisiiniilmektedir. Sican
calismalarinda GFAP eksikliginin sinaptik fonksiyonlarda degisiklige yol agtig1i tespit
edilmistir [119]. Santral sinir sisteminde, travma, genetik bozukluk, kimyasal hasar gibi
durumlarda astrositler reaktif hale gelir, astrogliozis denilen tarzda cevap verirler.
Astrogliozis GFAP senteziyle karakterizedir [43, 86,120].

Olgun olmayan astrositler esas olarak vimentin sentezlerler; bu hiicreler matiir hale
geldiginde vimentin yerine GFAP sentezine kayma olur; dolayisiyla GFAP sentezi beyin
maturasyonunun bir gdstergesi olarak da degerlendirilmektedir [121,122]. Insanda GFAP
gen mutasyonu erken yasta 6liimle sonuglanan nérodejeneratif hastaliklara yol agmaktadir
[123]. GFAP santral sinir sistemi hasarini gdsteren bir test olarak kullanilabilmektedir
[124].

Simdiye kadar nar bitkisinin ¢i¢eklerinin antioksidan etkisiyle ilgili ¢alismalar ¢ok
az miktarda rapor edilmistir. Son zamanlarda nar ¢iceginin yapilan litaretiir taramalarinda
antioksidan etki gosterdigi saptanmistir. Antioksidan etkisini sahip oldugu polifenolik
bilesenleri sayesinde gosterdigi vurgulanmaktadir. Nar ¢iceginin postprandial
hiperglisemiyi ve glukoz toleransin1 diizenledigi bulunmustur.

Bu calisma da oksidatif stresin diyabetteki rolii ve Punica granatum g¢igeginin
antioksidan aktivitesi ile bu stresle basa ¢ikabilmedeki etkisi arastirilmaktadir.

Calismamiz Punica granatum ciceginin antioksidan etki gosterecegi dozlarda
deneysel olarak STZ ile diyabet olusturulmus ratlara verilmesi ve diyabetin beyinde
olusturdugu oksidatif hasar1 6nlemesi ve antihiperglisemik etkisinin oldugunun saptanmasi
lizerinedir. Rat beyninde Ozellikle hipokampusta diyabetin olusturdugu semptomlarin
hafizay1 ve 6grenmeyi ne kadar etkiledigi ve antioksidan etkisi olan Punica granatum

¢igceginin bu hasar1 hangi dozlarda ne kadar 6nlediginin arastirilmas: amaglanmaktadir.
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2.MATERYAL VE METOD

2.1.Deney Hayvanlari

Deneylerde kullanilan Wistar albino cinsi ratlar, Firat Universitesi Deneysel
Arastirma Merkezinden temin edildi. Ratlar havalandirma sistemi bulunan bir ortamda 6zel
olarak hazirlanmig ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler, 6zel ¢elik
kaplarda ve su da paslanmaz celik bilyeli biberonlarda normal ¢esme suyu olarak verildi.
Deney hayvanlar1 Elazi§ Yem Fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan pelletler halindeki rat
yemleriyle beslendi. Ratlara verilen yemin bilesiminde bulunan katki maddeleri Tablo 4’de
gosterilmigtir. Ratlarin deneysel uygulama yapilacak safhaya kadar bakimlarina bu sekilde

devam edildi.

Tablo 4. Deney hayvanlarina verilen yemin bilesimi

Yem Bilesimi

Su (en ¢ok) % 12
Ham protein (en az) % 24
Ham seliiloz (en ¢ok) % 7
Ham kiil (en ¢ok) % 8
HCI’de ¢oziinmeyen kiil (en ¢ok) % 2
NaCl (en ¢ok) % 1
Mineral Karmasi * % 1.25
Vitamin Karmas1 ** %1.25
Metabolik enerji 2650 kcal/kg

*  Mineral Karmasi: Kalsiyum (% 1.0-2.8), Fosfor (% 0.9), Sodyum (%0.5-0.7), Mangan (10 mg/kg), Cinko
(4 mg/kg).
** Vitamin Karmasi: Vitamin A (300 1U/kg), Vit. D5 (1000 1U/kg), Vit. E (60 mg/kg), Vit. B, (4 mg/kg).
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2.2.Deneysel Uygulamalar

Deney hayvanlarmin segimi ve yapilan uygulamalar sirasinda Firat Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (FUHADEK) (24.06.2008 / Toplanti: 6; Karar No:31)
onay1 alinarak; ¢alisma standart deneysel hayvan c¢alismalar etik kurallarina uygun olarak
yapild.

Deneysel c¢alismalara baslamadan oOnce, c¢ikabilecek aksakliklarin asgariye
indirilmesi amaciyla 6n c¢alisma yapildi. Deney hayvanlarinin bulunduklari ortamin
sicakligl 22-25 °C arasinda sabit tutuldu ve hayvanlar 12 saat 151k altinda ve 12 saatte
karanlikta takip edildi. Deneysel ¢aligmalarda ortalama agirliklar1 220 gr (220 +40 gr) olan
toplam 60 adet Wistar-albino cinsi erkek ratlar kullanildi. Ratlar agirliklart birbirlerine en
yakin olanlar ayr1 ayr1 secilerek her kafeste 4 rat olacak sekilde 3’er kafesli 5 grup
olusturuldu. Bu gruplar;
1.Grup: Kontrol grubu (n=12)
2.Grup: Diyabet (STZ) grubu (n=12)
3.Grup: STZ + Nar (Punica granatum) ¢igegi I (n=12)
4.Grup: STZ + Nar (Punica granatum) ¢igegi I (n=12)
5.Grup: STZ + Nar (Punica granatum) gigegi III (n=12)

Mevcut laboratuvar sartlarimizda, deneysel diyabet olusumunun kaginci giinlerde
meydana geldigi gozlemlenerek deneysel uygulama baglatildi. Calismanin baslangicinda
ve her hafta diizenli bir sekilde agirlik degisiklikleri kaydedildi.

1. Kontrol Grubu: 12 adet rattan olusan bu gruba 8 haftalik uygulama boyunca hergiin
sadece rat yemi ve su ile beslendi. Gruptaki ratlarin bazal ve 7 hafta sonra orneklerin
alinmasi1 6ncesinde olmak iizere toplam 2 kez kan sekerlerine bakildi.

2. STZ Grubu: 12 adet rattan olusan bu gruba STZ, 60 mg/kg olacak sekilde 0.1 M fosfat-
sitrat tamponunda (pH:4.5) cozdiiriilerek intraperitoneal enjeksiyonla tek doz olarak
uygulandi. Bir hafta sonra kuyruk veninden alinan kanin glukometre cihazindaki 6l¢timii
sonucu aclik kan glukozu 220 mg/dl’yi gegen ratlar, diyabetik olarak kabul edildiler.

Ratlara 8 haftalik uygulama boyunca hergiin sadece rat yemi+su verildi
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3. STZ + Nar (Punica granatum) ¢icegi I: ikinci grupta oldugu gibi diyabetik hale
getirilen 12 adet rata 8 hafta boyunca her giin diizenli olarak oral yolla 300mg/kg/giin nar
cigegi ile beslenmesi saglandi.
4. STZ+ Nar (Punica granatum) ¢igegi II: Diyabetik hale getirilen 12 adet ratin 8 hafta
boyunca her giin diizenli olarak 400mg/kg/glin nar ¢icegi verildi.
5. STZ + Nar (Punica granatum) cicegi III: Bu gruptaki diyabetik ratlara yine 8 hafta
boyunca her giin diizenli olarak 500mg/kg/giin nar ¢igegi verildi.

Kontrol grubunun kan glukoz seviyeleri 96+£5.8 mg/dL, diyabet grubunun 231+3.2
mg/dL, diyabet + Nar cicegi-I grubu 222+3.4 mg/dL, diyabet + Nar ¢icegi-Il grubu
228+3.8 mg/dL, diyabet + Nar ¢icegi-III grubu 221+4.4 mg/dL olarak olg¢iildii.

2.3. Morris Water Maze Testi ve Probe test

Ratlarin 6grenme testleri olarak daha onceden Baydas ve arkadaslarinin [125]
tanimladig1 sekilde Morris’in su tanki testi uygulandi. Deney hayvanlar giinde 4 kez
olmak tizere 5 giin siireyle ard arda bu teste tabi tutuldular. Morris water maze (MWM)
testi sican ve farelerde yaygin olarak kullanilan bir 6grenme ve bellek testidir.
Laboratuarimizda kullandigimiz Morris’in su tanki, 120 cm ¢apinda galvanizli, siyaha
boyali sirkiiler bir tank olup 50 cm yiiksekligindedir. Su tanki 30 cm kadar su ile
dolduruldu ve suyun 1,5 cm altina birakilan 10 cm c¢apindaki platformun goriinmesi
engellendi. Suyun 1s1s1 251 “C dereceye ayarlandi. Deney siiresince tankin konumu ve
platformun yeri sabit tutuldu. Deneklerin, bulundugu yerin uzaysal konumunu
algilayabilmeleri i¢in floresan bir ampul tank disina yerlestirildi (visual cues) ve deney
siresince sabit tutuldu. Deney hayvanlar1 bu gorsel isaretlerin yardimiyla bulunduklar
yerin uzaysal konumunu algilayabilmektedirler.

Su tanki sanal olarak 4 kisma ayrildi ve platform bu kuadranlardan birinin ortasina
yerlestirildi. Sessiz ve sakin bir ortamda yapilan bu testte, sigan bir arastirici tarafindan
nazik¢e diger 1/4 oranindaki alanlardan birinden suya birakildi ve ylizerek 60 sn. i¢inde
platformu bulmasi1 beklendi. Platformu bulunca 30 sn. orada dinlenmesine izin verildi,

sonra alinip ayr1 bir kafeste 30 sn. bekletildi.
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Sicanlar su tankina her defasinda ayri bir baslama noktasindan birakilarak ayni
islem her hayvan i¢in 4 kez tekrarlanip platformu bulma siireleri kaydedildi. Platformu 60
sn i¢inde bulamayan sigan arastirici tarafindan alinip platformun iizerine birakildi ve 30 sn
dinlenmesine izin verildi. Her hayvan i¢in 5 giin siireyle ayn1 denemeler yapilip siganlarin
platformu bulma siireleri kaydedildi. Tiim deneklerin yiizme performanslar1 video kamera
sistemi ile bilgisayara aktarildi. Veriler bilgisayarli video kayit sistemi ile analiz edildi
(Bogazici Biyomedikal, Istanbul, Tiirkiye).
Probe test: Bellegin pekistirilme islemini test etmek i¢in, Morris water maze testinin 6.
giinliinde her sicana probe test uygulandi. Bu testte, platform tanktan alindi ve sicanlar
egitim testindeki gibi suya birakilarak 60 sn siiresince yiizdiiriildii. Sicanlarin platformun
onceden bulundugu tankin dortte birlik kisminda yiizdiikleri siire ve bu kuadrana ka¢ kez
girip c¢iktiklar1 kaydedildi. Siganlarin daha 6nceden platformun bulundugu bu alanda daha
cok arama yapmasi ve zaman gecirmesi beklenir. Hedef kuadrandaki harcanan zaman
hafizanin pekistirilmesinin derecesini gosterir ve 6grenmeden sonraki yerini alir. Probe
testini takiben, muhtemel sensory motor bozukluklari test etmek ve deneklerin gorsel
bozukluklarinin olup olmadigini dogrulamak i¢in visible test yapildi. Platformun yeri
degistirilerek, tankin su seviyesi platformu goriiniir hale getirecek kadar azaltildi. Her

sicanin bir denemede platformu bulma siiresi kaydedildi.

2.4. Hipokampus Orneklerinin Alinmasi

Deneysel uygulamalar sonrasinda etik kurulun aldigi kararlara uygun olarak
dekapite edilen ratlarin total beyinleri alinarak, beyinin Hipokampus bdlgesi ayrilarak kuru
buzda hemen donduruldu. Ornekler darasi almmmis olan eppendorf tiiplere aktarildi.
Agirliklar hassas terazide tartilarak belirlendi ve analizler yapilincaya kadar —70 "C’de

saklandi.
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2.5. Hipokampus Orneklerinin Hazirlanmasi

Hipokampus Orneklerinin hazirlanmasinda Baydas ve arkadaslar1 tarafindan
uygulanan homojenizasyon yontemi kullanildi [126]. Taze veya dondurulmus dokular 1:10
(w/v) oraninda homojenizasyon solusyonunda [10mM Tris- HCI (pH=7.4), 0.1 mM Nac(l,
0.1mM fenil metil siilfonil florid (PMSF), S5uM soybean (bir tripsin inhibitorii olarak)] cam
bir homojenizatdr yardimiyla soguk ortamda homojenize edildi. Homojenatlar sogutmali
santrifiijde +4 °C’de 60 dakika siireyle 60.000 x g’de santrifiij edildi. ilk siipernatantlar
eppendorf tiiplere alinarak LPO ve GSH analizleri yapilincaya kadar —70 °C’de saklandi.
Pelletler esit hacimde ilave edilen homojenizasyon solusyonunda [25 mM Tris-HCI (pH=
7,4), 0.1mM PMSF, % 2’lik TritonX —100 ve % 1’lik SDS] yeniden siispanse edildi. +4
°C’de 2 saat inkiibasyona birakildi ve homojenatlar sogutmali santrifiijde +4 “C’de 60
dakika siireyle 60.000 x g’de santrifiij edildi. Elde edilen 2. siipernatantlar eppendorf
tiiplere alinarak SDS-PAGE ve Western blot analizleri i¢in —70 “C’de saklandi.

2.6. Hipokampus Orneklerinde Lipit Peroksidasyonu (LPO) Ol¢iim Yéntemi

Doku lipit peroksidasyonu; malondialdehit (MDA) + 4-hidroksialkenal (4-HDA)
seviyeleri, LPO-586 (Oxis International, Inc., Portland, USA) ticari kiti kullanilarak tespit
edildi.

Kullanilan maddeler:

Ayirag I (R1); Asetonitrilde hazirlanmig 10.3 mM N-metil-2-fenil indol

Ayirag II (R2); 15.4 metansiilfonik asit

4-HNE standart solusyonu (S1); Asetonitrilde hazirlanmis 10 mM 4-hidroksinonenal

MDA standart solusyonu (S2); 20 mM Tris-HCI (pH: 7.4) solusyonu ile hazirlanmig 10
mM 1,1,3,3-tetrametoksipropan
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Y ontem:

Standart solusyonlarinin hazirlanmasz:

Standart konsantrasyonu (uM): 0 2,5 5 10 15 20
(Kor)

Standart 100 uM (ul): 0 25 50 100 150 200

Distile su (ul): 200 175 150 100 50 0

Kor, standart ve drnekler i¢in polipropilen mikrosantrifiij tiipleri hazirlandi.

Standartlar i¢in hazirlanmis tiiplere degisik konsantrasyonlarda hazirlanmis standart
solusyonlarindan 200 pl ilave edildi.

Kor i¢in hazirlanmis tiipe 200 pl su ilave edildi.

Ornekler igin hazirlanmus tiiplerin herbirine 200 ul 6rnek ilave edildi.

Kor, standart ve ornek tiiplerinin herbirine asetonitrilde hazirlanmig 0.5 M Biitilat
hidroksitoluen (BHT) solusyonundan 10 pl ilave edildi.

Kor, standart ve ornek tiiplerinin herbirine 650 ul R1 ayiracindan eklendi ve vorteksle
tyice karistirildi.

Kor, standart ve ornek tiiplerinin herbirine 150 pul R2 ayiracindan eklendi ve tiiplerin agz1
kapatilarak vorteksle iyice karistirildi.

45 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 45 dakika inkiibasyon yapildi.

Tiipler mikrosantrifiijde 15000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar
dikkatlice ayrildu.

Siipernatantlar kiivetlere aktarildi ve absorbanslari 586 nm’de spektrofotometrede okundu.
Orneklerin okunan absorbans degerleri kitte verilen formiil kullanilarak ve diliisyon

oranlar1 g6z 6niinde bulundurularak hesaplandi.
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2.7. Hipokampus Orneklerinde Glutatyon (GSH) Ol¢iim Yontemi

Orneklerdeki Glutatyon (GSH) seviyeleri, GSH-400 (Oxis International, Inc.,
Portland, USA) ticari kiti kullanilarak tespit edildi.
Kullanilan maddeler:
Ayirag I (R1); 0.2 N HCI de hazirlanmus 1.2 x 10 Mikromojenik ayirag solusyonu
Ayirag II (R2); % 30 NaOH
Tampon solusyonu (S3); 0.2 mM dietilen triamin penta asetik asit (DTPA) ve % 25 (w/v)
lubrol igeren 20 mM potasyum fosfat (pH: 7.8) solusyonu
Yontem:

Standart solusyonlarinin hazirlanmasi:

Standart konsantrasyonu (umol/L): 0 20 40 60 80 100
(Kor)
Tampon S3 (ul): 900 860 820 780 740 700

GSH calisma solusyonu (0.5 mmol) (ul): 0 40 80 120 160 200

Kor, standart ve 6rnekler i¢in polipropilen mikrosantrifiij tiipleri hazirlandi.

Standartlar icin hazirlanmis tiiplere degisik konsantrasyonlarda hazirlanmis standart
solusyonlarindan 100 pl alindi ve 900 pl tampon solusyonu ilave edildi.

Kor i¢in hazirlanmig tiipe 100 pl kor solusyonu alindi ve 900 pl tampon solusyonu ilave
edildi.

Ornekler igin hazirlanmis tiiplerin herbirine 100 pl &rnek alindi ve 900 pl tampon
solusyonu ilave edildi.

Kor, standart ve drnek tiiplerinin herbirine 50 pl R1 ayiracindan eklendi ve vorteksle iyice
karistirildi.

Kor, standart ve ornek tiiplerinin herbirine 50 pul R2 ayiracindan ilave edilerek karanlik
ortamda 25 “C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi.

Ornekler kiivetlere aktarildi ve absorbanslar1 400 nm’de spektrofotometrede okundu.
Orneklerin okunan absorbans degerleri kitte verilen formiil kullanilarak ve diliisyon

oranlar1 g6z 6niinde bulundurularak hesaplandi.
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2.8. SDS-Poliakrilamid Jel Elekroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE jel sisteminde akrilamid monomerlerinden yararlanilir. Amonyum
persiilfat (APS) gibi bir serbest radikal ile TEMED gibi stabilizatorii saglayicit ortamda
akrilamid monomerleri uzun zincirler olusturacak sekilde polimerlesmekte ve daha sonra
olusan bu uzun zincirler arasinda yanal baglantilar olusarak jel meydana gelmektedir. SDS-
PAGE analizinde jelin yapisinda yer alan sodyum dodesilsiilfat (SDS) deterjanin
bulunmasi ile proteinler kendilerini olusturan monomer alt birimlerine ayrilmaktadir.
Boylece protein agregasyonu Onlenmektedir. SDS molekiillerine baglanan denatiire
polipeptidler negatif yiik kazanirlar. SDS baglantili polipeptid kompleksleri, molekiil
agirliklarina bagli olarak jel igerisinde hareket ederler. Hareket eden molekiillerin
agirliklari; ayni jel lizerinde bulunan bir standartla karsilastirilarak tespit edilir. Mutasyon
gecirmis veya gesitli olumsuz cevre faktorleri sonucunda canli organizmanin bir kisim
proteinlerinden normale gore parca kopmasi veya parca ilavesi ya da bazi proteinlerin
yeterince sentezlenmemesi gibi 6zellikler bu jel sisteminde tespit edilmeye ¢aligilir.

Protein molekiillerinin hareketi giic kaynagindan gelen elektrik akimina gore
negatif (-) kutuptan pozitif (+) kutuba dogru olur. incelenecek protein molekiilleri sayet 0-
43 kDa araligina tekabiil ediyorsa akrilamidin konsantrasyonu %15, 40 kDa’dan yukar1 ise
akrilamidin konsantrasyonu %10 veya daha asag: diistirtiliir. Diger bir ifade ile molekiiliin
agirhig arttikca akrilamidin konsantrasyonu diisiiriiliir. Akrilamid konsantrasyonunun artisi
jel icerisindeki ara bosluklarin daha sik olmasina sebep olmaktadir. Dolayistyla protein

molekiillerinin hareket hiz1 da azalmaktadir [127].
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Kullanilan c¢ozeltiler

1.5 M Tris-HCI (pH 8.8.)

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8.)

% 10 Sodyum dodesilsiilfat ¢ozeltisi (SDS)
%30 Akrilamid/Bisakrilamid ¢ozeltisi

%10 Amonyum persiilfat ¢ozeltisi (APS)
N, N, N’, N’, -tetrametil-ethilendiamin (TEMED)
Gliserin

2-B-merkaptoethanol

%0,05 Bromofenol blue ¢ozeltisi

Boyama ¢ozeltisi (Stain solusyon/100 ml):
%0.1 Coomassie blue R-250

%45 Metanol

%10 Glasiyal asetik asit

%45 Distile su

Boya ¢ikarma ¢ozeltisi (Destain solusyon/100ml):
%45 Metanol

%10 Glasiyal asetik asit

%45 Distile su

Tank solusyonu (Running buffer, pH 8.3):
Tris base 9.0 gr.

Glisin 43.0 gr.

Distile su 600 ml.
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2.8.1 SDS-PAGE i¢in jellerin hazirlanmasi

SDS-PAGE de kulanilan Separating (ayirma)jeli (%12) ve Stacking (yiikleme) jeli
(%4) ayrt ayr1 hazirlandi (tablo 5, 6). Ornek soliisyonlarn hazirlanmasi tablo 7’de

gosterilmistir.

Tablo 5. Separating jelinin hazirlanmasi

Separating (ayirma) jelinin hazirlanmasi (%12) Miktar
Distile su 3,35 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5ml
% 10 SDS 100 ul
Akrilamid /Bis (%30) 4.0 ml
Amonyum persiilfat (%10) 50 ul
TEMED Sul
Toplam 10.0 ml.

Tablo 6. Stacking jelin hazirlanmasi

Stacking (yiikleme) jelin hazirlanmasi (%4) Miktar
Distile su 6.1 ml
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5 ml.
SDS (%10) 100 ul
Akrilamid-Bis (%30) 1.3 ml
Amonyum persiilfat (%10) 50 ul
TEMED 10 pl
Toplam 10.0 ml
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Tablo 7. Ornek solusyonlarin hazirlanmasi

Ornek solusyonlar1 (Sample Buffer) hazirlanmasi Miktar | Son konsantrasyon
1 M Tris-HCI (pH6.8) 1.25 ml 0.125 M
% 10 SDS 1.6 ml %4
%0.05 bromofenol blue 0.2 ml %0.002
Gliserol 0.8 ml % 20
2-B-merkaptoethanol 0.4 ml %10
Distile su 3.75 ml -
Toplam 8.0 ml -

2.9. Hipokampus Orneklerinin SDS-PAGE ile Analizi

Serbest ve serbest olmayan protein 6rnekleri Laemmli tarafindan belirtildigi sekilde
hazirlanan SDS-PAGE ile incelendi [127].

Jel olusturmak i¢in uygun bir pozisyonda tutturulan iki cam arasina yerlestirilmek
tizere 10 ml’ lik separating jel solusyonu hazirlandi. Hazirlanan bu jel solusyonu iyice
karistirildi ve uygun bir otomatik pipet yardimiyla belirli kisimlardan sikigtirilarak kaset
haline getirilen iki cam levha arasma aktarildi. Iki cam levha arasina jel ilave edilirken iist
kisimda tarak dislerinin yiiksekligi kadar (=lcm) bir bosluk birakildi. Hazirlanan kaset
seklindeki bu iki cam levha arasindaki jel yaklasik olarak 30 dakika oda sicakliginda
bekletilerek aralarindaki akrilamid monomerlerinin polimerlesmesi saglandi. Daha sonra
iki cam levhanin iist kismina 6rnek sayisina uygun sayida dise sahip tarak yerlestirildi.

Tarak diglerinin ara dolgu maddesi olarak ifade edilen stacking jel 10 ml kadar
hazirlandi. Hazirlanan bu jel solusyonu iyice karistirildi ve uygun bir otomatik pipet
yardimiyla, jel kasetine yerlestirilmis olan tarak disleri arasindaki bosluklar dolduruldu. Bu
dolgu iki camin en iist seviyesine kadar tamamlandi. Stacking jel ¢ok ¢abuk polimerize
oldugundan islemlerin kisa siirede yapilmasina dikkat edildi. 25-30 dakika oda sicakliginda

bekletilerek polimerlesme saglandi. Tarak, polimerlesmesi tamamlanan jelden ¢ikarildi.
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Bu islem sirasinda jel de meydana gelen ve orneklerin birakilacagi yuvalarin
bozulmamasina dikkat edildi. Cam levhalardan olusan kaset elektroforez tankina
yerlestirildi. Protein ¢oziicli solusyonu; 0,125 M Tris (pH 6.8), %2’lik SDS, %0.002
oraninda Bromofenol mavisi, %20’lik gliserol, %10’luk merkaptoethanol seklinde

hazirlandi. Yaklasik olarak 150 pl olarak alinan her bir protein 6rnegine esit oranda

¢oziicii solusyondan ilave edildi ve iyice karistirildi. Tarak diginin genisligine bagl olarak,

hazirladigimiz karisimdan 10-20 w1 kadar transfer edildi. Tank igerisine yeterli miktarda

tank solusyonu ilave edildi.

Gii¢ kaynagindan once diisiik bir voltajla (150 V) akim elektroforeze verildi. 5-10
dakika sonra voltaj degeri yiikseltildi (180-200 V). Ciplak gozle izlenilebilen mavi boya
band1 jelin alt kismina gelince elektroforez cihazi kapatildi. Ornekler cam kasetin alta
gectikten sonra GFAP i¢in 25 dakika bekletildi.

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra kaseti olusturan iki cam birbirinden
ayrilarak aradaki jel ¢ikarildi. Protein bantlarinin goriiniir hale gelebilmesi icin bu jel %
1.25’lik Coomassie blue boya ortamina alindi. Burada en az yarim saat en ¢ok bir gece
boyunca oda sicakliginda bekletildi.

Boya solusyonundan alman jel boyayir giderici solusyon (destain solusyon)
ortammna alindi. Arasira calkalanarak protein bantlarinin disindaki boya maddesi
uzaklastirildi. Boya giderici solusyonda 5’er dakika bekletildi ve solusyon dokiildi. Jel
tekrar boya giderici ortama alind1 ve bu islem 2-3 kez tekrarlandi. Boylece jel {izerinde
bulunan protein bantlarinin disindaki boya giderilmis olundu. Jel {izerinde goriiniir hale

gelen protein bantlarinin fotograflari bir kamera yardimiyla ¢ekildi.

2.10. Western Blot

Western blot; elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde gb¢ ettirilen proteinlerin,
nitroseliiloz membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immiinolojik metotlarla
gosterilmesidir. Blotlama yapilmadan once ¢alisilan Orneklerdeki proteinler elektriksel
ortamda poliakrilamid jel iizerinde goc¢ ettirilmektedir. Proteinlerin elektroforezleri SDS-

PAGE’de gergeklestirilmektedir [128].
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Western blot teknigi, elektroforez islemini takip eden 4 asamada gerceklestirilir.
Bunlar; jeldeki proteinlerin nitroseliilloz membrana aktarimi (blotlama), spesifik olmayan
reaksiyonlar1 engellemek i¢in nitroseliiloz membranda protein baglanmamis bdlgelerin
ilgisiz proteinlerle kaplanmas1 (bloklama), 6zgiil antikorlarla tepkime ve en son asamada
ise proteinlerin gorilintiilenme asamalaridir [129, 128].

Nitroseliilloz membrana transfer sirasinda jel ile nitroseliiloz membran kars1 karsiya
getirilmekte ve bunlar filtre kagitlar1 arasimna yerlestirilmektedir. Jelin biytkligi ile
orantili olarak belirli bir siire elektrik akimi uygulanip proteinlerin transferi
saglanmaktadir. Nitroseliiloz membranin 6zgiil olmayan proteinlerle bloklanmasinda
albumin tercih edilmektedir [129].

Spesifik antikorlar olarak monoklonal ya da poliklonal antikorlar kullanilabilir.
Monoklonal antikorlarin kullanimi, yalnizca tek bir epitopa 6zgiil olmalar1 ve ¢ok giiglii
immiinokimyasal kopriiler olusturmalarindan dolay1 avantaj saglamaktadir. Bu nedenle,
monoklonal antikorlar antijene spesifik bir baglanma gosterir. Ancak, calisilan proteinler
arasinda benzer epitop bolgeleri bulunmakta ise c¢apraz reaksiyonlar sonucunda yalanci
pozitiflikler ortaya ¢ikabilmektedir. Poliklonal antikorlarin kullanilmasi durumunda ayni
nedenden dolay1 sekillenen yalanci pozitiflik ihtimalinin daha fazla oldugu bilinmektedir
[131].

Western blotta monoklonal antikorlarin kullaniminin en énemli dezavantaji, SDS-
PAGE ve blotlama esnasinda polipeptid yapilardaki epitoplarin ortadan kaldirilmasidir.
Belirlenmeye calisilan epitopun ortadan kaldirilmasi durumunda ise monoklonal antikor-
epitop baglanmasi sekillenemez. Bu nedenden dolay1r monoklonal antikor kullanildiginda,
poliklonal antikorla ¢alisilmasina kiyasla, yalanci negatiflik ihtimali artmaktadir [129].

Ozgiil antikorlarda raportor madde olarak genellikle radyoaktif izotoplar veya
enzimler kullanilmaktadir. Enzim olarak alkalen fosfataz ve peroksidaz enzimleri tercih
edilmektedir. Bu enzimlerin substratlar1 ve kromojen maddeleri birbirinden farklidir. Son
yillarda enzimle isaretlemede, testin duyarlhiligini arttirmak amaciyla peroksidazla isaretli
avidin biyotin sisteminin kullanimi yayginlagmistir. Kullanilan kromojenlerin en énemli

ozelligi ¢oziinmeyen renkli iirlinler olusturmalaridir [130].
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2.11. Hipokampus Orneklerinin Western Blot ile Analizi

Hipokampus orneklerinin western blot analizi Baydas ve arkadaglar1 tarafindan
uygulanan metoda gore yapildi [126]. Jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membrana aktarimi
(blotlama): SDS-PAGE tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel blotlanmak tizere alindi.
Nitroseliiloz membrana transferin gergeklestirilmesi i¢in poliakrilamid jel ile nitroseliiloz
membran (Schleicher and Schuell, Inc., USA) yiizeyleri arasinda bosluk kalmayacak
bicimde kars1 karsiya getirildi ve bunlar filtre kagitlartyla sarilmis bir sekilde blotlama
diizenegine yerlestirilerek tampon solusyonuyla doyuruldu. Sogutulmus tampon
solusyonuyla doldurulmus tanka yerlestirilen diizenek i¢in 60 dakika boyunca 150 mA
elektrik akimi uygulandi. Bu sekilde proteinlerin transferi saglanmis oldu.

Spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek i¢in nitroselilloz membranda protein
baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama): Blotlama islemi
bittikten sonra petri kutularina alinan nitroselilloz membranlar tampon solusyonla
[NaH,PO4.2H,O (0.025 M), Na,HPO4.12H,O (0.075 M), NaCl (1.45 M)] calkalayici
tizerinde 3 kez 5 dakika olacak sekilde yikandi. Spesifik olmayan baglanmalar, 100 mM
NacCl, 20 mM Na,HPO,, 20 mM NaH,PO, (pH: 7.2) tamponunda % 1’lik taze sigir serum
albumini ile 37 °C’de 90 dakikalik inkiibasyonla bloklandi.

Ozgiil antikorlarla tepkime: Primer antikor olarak poliklonal rabbit anti-rat GFAP
kullanildi. GFAP primer antikoru % 0.05 oraninda Tween-20 bulanan tamponda 1:2000
oraninda hazirlanarak kullanildi. Nitroselilloz membranlar GFAP antikoru ile +4 °C’de
gece boyunca inkiibasyona birakildi. Daha sonraki sathada nitroseliilloz membranlar 5 kez
5 dakika tampon solusyonuyla yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra nitroseliiloz
membranlar % 0.05 oraninda Tween-20 bulanan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanan,
peroksidazla konjuge edilmis goat-anti-rabbit immiinoglobulinle 37 °C’de 90 dakika
stireyle inkiibasyona birakildi. Sonraki agamada nitroseliilloz membranlar 5 kez 5 dakika

tampon solusyonuyla yikandi.
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Bantlarin goriintiilenmesi: Bantlarin goriintiilenmesi i¢cin 1 M Tris (pH: 7.4)
tamponunda % 0.03-0.05 oraninda hazirlanmis diaminobenzidin (DAB) solusyonu
kullanildi. DAB’la reaksiyon sonucu nitroseliilloz membranlar iizerindeki bantlar kisa bir
siire sonra goriiniir hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda DAB’la
renklendirilen bantlar net olarak goriildiikten sonra nitroseliilloz membranlar iyice yikandi.
Nitroseliiloz membranlar iyice kurutulduktan sonra, bantlarin roélatif yogunluklar: analiz
edilmek iizere alindi. Bantlarin rolatif yogunluklar1 Lab. Works 4.0 (Ultra Violet Products
Ltd. Combridy, CD4 1TG UK) software programi kullanilarak analiz edildi.

2.12. istatistiksel Metod

Elde edilen veriler SPSS-16 bilgisayar paket programina yiiklendi. Istatistiksel
analizlerde; GFAP, LPO, GSH diizeylerinin gruplar aras1 anlamligt One Way ANOVA
testi, Morris Water Maze 6grenme testinin degerlendirilmesinde tekrarlayan o6lgiimlerde

Varyans analizi kullanildi. P<0.05 degerleri anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Deneysel calismalarin sonucunda diyabet grubunda 4 rat, diyabet + Nar ¢igegi-I
grubu 2, diyabet + Nar c¢igegi-II grubu 3, diyabet + Nar c¢igegi-III grubunun 4’i 6ldi.
Deney asamasinin sonunda Morris Water Maze Testi i¢in ¢aligmaya her gruptan 8 hayvan
alind.

Kontrol, Diyabet, diyabet + Nar cigegi-I grubu, diyabet + Nar ¢igegi-II grubu ve

diyabet + Nar c¢icegi-III grubundan 8’er hayvan dekapite edilerek GFAP, LPO ve GSH
calisildu.

Tablo 8. Deney Hayvanlarinin Ortalama Vuciit Agirliklart

Viicut Kontrol STZ STZANCI STZ+NCII | STZ+NCIII
Agirhg (gr)

Deney Oncesi 232436 21117 216+22 220426 228430
Deney 276+42 154+18 176+20 182424 196426
Sonrast

3.1. Morris Water Maze Ogrenme Testinin Sonugclar:

Kontrol, Diyabet, diyabet + Nar ¢igegi-I grubu, diyabet + Nar ¢igcegi-II grubu ve
diyabet + Nar cicegi-III gruplarinin 6grenme yeteneklerinin 1.giinden 5.giline dogru gittikce
arttigr gozlendi. Veri analizleri hesaplanmasi1 5 grup birden toplu hesaplandi. Diyabetik
ratlarin (STZ grubu) platformu bulma siireleri kontrole goére 3. ,4. ve 5. giinlerde
istatistiksel olarak anlamli olup daha uzundu (slirenin uzun olmasi 6grenmenin daha koti
oldugu anlamina gelmektedir, p<0.001). STZ+NC-I grubunun STZ grubuna gore daha iyi
davranis gosterdigi saptandi. Diger gruplara gore kontrol grubuna en yakin hafiza ve
O0grenme testi basarist gosteren grup STZ+NC-III grubuydu ve STZ, STZ+NC-I. gruplarina
gore anlamhydi (¥**p<0.05). STZ+NC-II grubu ise diyabet ve STZ+NC-I grubundan

platformu bulma siiresi bakimindan daha iyidi.
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Diyabet ( STZ ) gruplarina nar ¢icegi uygulamasiin, STZ grubundaki davranig
performansindaki kotillesmeyi 4. ve 5. giinlerde diizeltigi goriildi. STZ+NC-III grubu
performanst 3. ve 5. giinde kontrol grubuna c¢ok yakindi. Sekil 3.’de deney gruplarinin

giinlere gore ortalama platformu bulma zamanlar1 goriilmektedir.

—— Kontrol
60 — —e— STZ
—{— STZ+NC-I
—O— STZ+NC-II
50 —— STZANC-III
§
S 30- Y~
S ‘----‘"‘-\
a L
10
0 I I 1 I | 1
0 1 2 3 4 5 6

Giin

Sekil 3. Gruplarin giinlerdeki ortalama platformu bulma siireleri.

(***p<0.05) ve (*p<0.001) anlamli farklilik vardi. Kont: Kontrol; STZ:
Streptozotosin;  STZ+NC-I:StreptozotosintNar  Cigegi-I, STZ+NC-II:
Streptozotosin+Nar Cicegi-1I, STZ+NC-III: Streptozotosin+Nar Cicegi-II1
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STZ, STZ+NC-I grubu, STZ+NC-II grubu ve STZ+NC-III ve kontrol gruplarinin
platformu bulmak ig¢in katettikleri ortalama ylizme mesafeleri 1. giinden 5. giine dogru
giderek azaldig1 goézlendi. STZ grubu platformu bulmak i¢in kontrole gére daha uzun
mesafe ylizdii. Nar ¢icegi uygulanan STZ grubundaki ratlarda kontrole en yakin ylizme
mesafesi olan grup STZ+NC-III grubuydu. Ve STZ, STZ+NC-I. STZ+NC-II gruplarina
gore anlamliydi (*p<0.05). Yine STZ grubuna gore platformu bulmak i¢in ortalama yiizme

mesafesi az olan gruplar sirastyla STZ+NC-II ve STZ+NC-I grubudur.

Sekil 4.’de gruplarmin giinlere gore platformu bulmak icin katettikleri mesafe
goriilmektedir. STZ grubuyla STZ+NC-I grubu ve STZ+NC-II grubu arasinda anlamli bir
farklilik goriilmedi (Sekil 4).

—— kontrol
1200 — —e— STZ
—0O0— STZ+NC-I

o

e —O0— STZ+NC-II
1000 | is —7— STZ+NC-III
900 O i
xw)
- N
700 - J*\

]
4

\%

500 E<

400 H

Yiizme Mesafesi (cm)

300 H
200 H

100 —

0 T I I
0 1 2 3 4

Giin

o —
@

Sekil 4. Gruplarin giinlerdeki platformu bulmak i¢in katedilen yiizme
mesafesi. STZ+NC-III grubu 3..4., ve 5. giinlerde STZ grubuna gore
anlamh bir farklilik vardi (*p<0.05) Kont: Kontrol; STZ: Streptozotosin;
STZ+NC-I: Streptozotosint+Nar Cicegi-I, STZ+NC-II: Streptozotosin+Nar
Cicegi-II, STZ+NC-III: Streptozotosin+Nar Cigegi-III,
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Probe test, bellegin pekistirilmesini test eden bir deneydir. Daha 6nce platformun
bulundugu kuadranda denegin gegirdigi siire yiizde oran olarak Slgiilmektedir. Diyabetik
ratlar (STZ grubu) sirasiyla kontrol, STZ+NC-I, STZ+NC-II ve STZ+NC-III grubuna gore
probe test sirasinda kaldirilan platformun daha 6nce lokalize oldugu kuadranda daha az
stirede bulundular. Kontrol grubuyla, STZ+NC-III grubu arasinda ve STZ, STZ+NC-I,
STZ+NC-II gruplarn arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0.05). STZ grubuyla, kontrol
grubu arasinda anlamli bir fark vardi (* p<0.05). STZ+NC-III grubu STZ, STZ+NC-I,
STZ+NC-II gruplar1 gore anlamli bir olarak fark oldugu (** p<0.05) kontrol grubuna en
yakin sonucu verdigi tespit edildi. Bu sonuglar gruplarda yiizme yetenegi ve
motivasyonlarinin bazi1 farkliliklarin oldugunu, uzaysal performansta gozlenen farkin
sensorimotor bozukluklara bagli diyabetin etkisi ile antioksidan polifenolik bilesik iceren

nar ¢igeginin bu etkiyi inaktif hale getirme ¢abasini gostermektedir (Sekil 5).

EEa KONTROL
== STZ
E3 STZ+NC-I
IO STZ+NC-II
[ s | STZ+NC-III
50-
5 MK
T aod .
s * —
o -_ -
= N _ —
E .E. 30 -
—] .
] — ﬁ P
= § 204 oo
= = P
= I
P e e
0_ | | )
> 4% > = >
< = W = S
< 4% 32
< < <> SV

Sekil 5. Probe testi: Gruplarin baslangigta platformun lokalize oldugu hedef
kuadranda geg¢irdikleri zamanin yiizdesi. (*,**p<0.05). Kont: Kontrol; STZ:
Streptozotosin; STZ+NC-I: Streptozotosin+Nar Cigegi-I, STZ+NC-II:
Streptozotosin+Nar Cicegi-1I, STZ+NC-III: Streptozotosin+Nar Cicegi-II1.
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Deney gruplarinin baslangicta platformun lokalize oldugu kuadrana giris sayilar1 da
degerlendirildi. Kontrol grubuyla STZ grubu arasinda hedef kuadrana giris sayilarinda
oldukca fark vardir ve hedef kuadrana giris sayis1 diyabetik ratlarda anlamli olarak daha
azdi (*p<0.05). Kontrol grubuna en yakin deger STZ+NC-III grubuna aittir. STZ+NC-III
grubuyla STZ ve STZ+NC-I gruplar arasindaki fark anlamliydi (** p<0.05), (sekil 6).

E3 KONTROL

B\ STZ
B3 STZ+NC-I
7- IO STZ+NC-II
= STZ+NC-III
;' 6_ —
g .
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= /
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Sekil 6. Her bes grubun hedef kuadrana giris sayilar1 (*,**p<0.05) .

Kont: Kontrol; STZ: Streptozotosin, STZ+NC-I: Streptozotosin+Nar
Cicegi-I, STZ+NC-II: Streptozotosin+Nar  Cicegi-II, STZ+NC-III:
Streptozotosin + Nar Cigegi-I11

Visuel test gorsel, fiziksel veya sensorimotor defektlerin olup olmadigini test eden
bir deneydir. Platformu goriiniir hale getirdikten sonra yapilan visuel testte, her bes grubun
platformu bulma siireleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. (Kontrol grubu

13.5 £ 0.9 sn STZ 15.1 = 1.0 grubu STZ+NC-I 14.8 = 0.8 STZ+NC-II 14.2 + 0.9



53

STZ+NC-III 13.9 + 0.7 ). Bu sonuglar gruplarda yiizme yetenegi ve motivasyonlarinin
benzer oldugunu, uzaysal performansta gézlenen farkin sensorimotor bozukluklara bagh

olmadigini gosteriyor.

3.2. Hipokampusta Lipid Peroksidasyonu (LPO) Diizeyleri:

Deney gruplarinda hipokampusta LPO (MDA+4-HDA) diizeyleri 6lgiildii. STZ
grubundaki MDA miktar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek tespit edildi
(*p<0.05). STZ grubuna goére STZ+NC-I (**p<0.05) ve STZ+NC-II, STZ+NC-III
(***p<0.05), gruplarindaki LPO degerleri anlamli olarak daha diigiik bulundu. Bu da nar
cicegi uygulamasmmin STZ grubundaki artmig lipid peroksidasyonunu azalttigin

gostermektedir (Sekil 7).
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Sekil 7. Gruplarda beynin hipokampus bolgesindeki LPO (MDA+4-HDA)
diizeyleri. (*,**,***p<(.05). Kont: Kontrol; STZ: Streptozotosin;
STZ+NC-I: Streptozotosin + Nar Cicegi-I, STZ+NC-II: Streptozotosin+Nar
Cicegi-II, STZ+NC-III: Streptozotosin + Nar Cicegi-III
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3.3. Hipokampusta Glutatyon (GSH) Diizeyleri:

Deney gruplarinda beynin hipokampus bdlgesindeki GSH (glutatyon) diizeyleri
Olciildii. STZ grubuna gore STZ+NC-I, STZ+NC-II ve STZ+NC-III gruplarindaki GSH
degerleri anlamli olarak daha yiiksek bulundu (**p<0.05). STZ grubu kontrol grubuna
gore anlaml1 olarak daha diisiik tespit edildi (*p<0.05). Kontrol grubuyla STZ+NC-II ve
STZ+NC-III gruplari arasinda anlimli bir farkin olmadig: tespit edilmistir (**p>0.05). Bu
da nar ¢icegi uygulamasinin STZ grubundaki glutatyon miktarini artirtigini1 géstermektedir
(Sekil 8).

KONTROL
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Sekil 8. Gruplarda beynin hipokampus bdlgesindeki GSH (glutatyon)
diizeyleri. (*,**p<0.05). Kont: Kontrol; STZ: Streptozotosin; STZ+NC-I:
Streptozotosin + Nar Cigegi-I, STZ+NC-II: Streptozotosin + Nar Cigegi-II,
STZ+NC-III: Streptozotosin + Nar Cicegi-11I
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3.4. Hipokampusda GFAP diizeyleri:

Olgun astrositlerin esas intermedier flament proteini olan GFAP STZ grubunda
kontrol grubuna gore artma tespit edildi. GFAP’ nin 49 kDa’lik esas band1 STZ grubunda
cok yiiksek diizeyde eksprese edilmistir (*p<0.05). Buna karsilik STZ+NC-IIT grubunun
kontrole en yakin sonu¢ vermesiden dolayr STZ+NC-III ile STZ grubu arasindaki fark

istatiksel olarak anlamli olup (**p<0.05) GFAP ekspresyonu STZ grubundan daha
dustiktiir (Sekil 9).
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Sekil 9:Calisma Gruplarina Ait Hipokampus GFAP Protein Ekspresyonlari,
(*,**p<0.05). Kont: Kontrol; STZ: Streptozotosin; STZ+NC-I:
Streptozotosin + Nar Cigegi-I, STZ+NC-II: Streptozotosin + Nar Cigegi-II,
STZ+NC-III: Streptozotosin + Nar Cicegi-1II



56

4. TARTISMA

Diyabet, diinya genelini ilgilendiren kronik bir rahatsizliktir. Bu hastalik, kronik
hiperglisemiyle ve karbohidrat, protein ve lipid metabolizmasindaki diizensizliklerle
baglantili olacak sekilde nispeten veya tamamen insiilin salimmindaki azalmayla
karakterize edilir [132].

Oksidatif stres, oksijen radikalleri ve organizmanin antioksidan potansiyelindeki
dengesizlikten kaynaklanmaktadir [3]. Serbest radikal iiretiminin yilikselmesi veya
antioksidan aktivitesinin diismesi ile oksidatif stres meydana gelebilir. Cesitli ¢aligmalar,
diyabetin artan serbest radikallerin olusmasiyla ve antioksidan potansiyelindeki azalmayla
baglantili oldugunu gostermistir. Bu durum hiicresel komponentlerin lipidler, proteinler,
niikleik asitler gibi oksidatif hasarina sebep olur. Hem instiline bagimli tip 1 ve hem de
insiiline bagimli olmayan diyabette oksidatif stresin artig1 gézlenmektedir [132].

STZ ile olusturulan diyabet deneysel olarak iyi bir modeldir. STZ ile olusan
diyabette hiperglisemi sonucu kronik oksidatif stres olusur. Diyabetik hastalarda ve diyabet
deneylerinde oksidatif stresin ve antioksidanlarin noron hasarina etkileri calisilmistir.
Diyabetle iligkili hiperglisemi ROS formasyonu meydana getirir, bu da hiicre membraninin
lipid peroksidasyonunu baglatir, DNA hasar1 yapar boylece oksidan proteinler tarafindan
noronal 6liim artar [13].

Oksidatif strese sebep olan serbest radikal gruplarindan biri ROS’dir. ROS
diyabetlilerde yiikselir. Periferal sinirler i¢cin ROS direkt olarak noronlar1 ve Schwann
hiicrelerini tahrip edebilir ve diyabetle birlikte antioksidan koruma mekanizmalarini
tehlikeye atar [43].

Son zamanlarda bitkisel materyallerdeki dogal antioksidanlara olan ilgi artmustir.
Hem bilimsel raporlardan ve hem de laboratuar calismalarindan elde edilen bilgiler
gostermistir ki bitkiler ¢cok g¢esitli antioksidan Ozellikte maddeler ihtiva etmektedir.
Antioksidan 0Ozellik gosteren fitokimayasallarin bazilar1 polifenoller, monoterpenler,

lignanlar, flavonoidler, diterpenler, taninler gibi maddelerdir [133].
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Nar c¢igeklerinin diyabetin tedavisinde etkili oldugu belirtilmistir. Nar bitkisinin
cesitli ekstraktlarin1 antibakteriyel, antifungal, antiiilser, antidiyabetik, antioksidan
ozellikte oldugu cesitli literatiirlerde belirtilmektedir [65,134,135,136]. Flavonoidler, en
onemli ve en yaygm fenolik bilesiklerdendir [137,138]. Bu bilesiklerin, fenolik
yapilarindan dolay1 diyabetinde iginde oldugu serbest radikal aracili rahatsizliklarda
faydali oldugu bildirilmektedir [139]. Nardan elde edilen ¢esitli alkoloidler, flavonoidler,
polifenolik bilesikler, taninlerin (punicalin, pedunculagin, punicalagin, gallic ve ellagic asit
esterleri) kuvvetli antioksidan 6zellikte oldugu bildirilmistir [136].

Simdiye kadar nar bitkisinin ¢iceklerinin antioksidan etkisiyle ilgili ¢alismalar ¢ok
az miktarda rapor edilmistir. Son zamanlarda Punica granatum ¢igeginin yapilan litaretiir
taramalarinda antioksidan etki gosterdigi saptanmistir. Antioksidan etkisini sahip oldugu
polifenolik bilesenleri sayesinde gosterdigi vurgulanmaktadir [68]. Nar ¢iceginin
posprandial hiperglisemiyi ve glukoz toleransini diizenledigi bulunmustur [65].

Nar ¢igeginin antidiyabetik ve kanamayi durdurucu kuvvetli etkisinin oldugu
belirtilmektedir [62]. Hem in vitro ve hem de in vivo modeller kullanarak nar ¢igeginin
alkolik ekstraktlarmin antioksidan aktivitesi ¢alisilmisdir. In vitro olarak ekstraktlarin
cesitli reaktif oksijen ve azot tiirlerini temizledigini ve biyomolekiillerin oksidasyonunu
engelledigi bulunmustur. In vivo olarak ise farelerde serbest radikal olusumuna neden olan
ferric nitrilotriacetate (Fe-NTA)’in sebep oldugu hepatoksisiteye karst nar c¢igeginin
koruyucu aktivitesinin oldugu bulunmustur [140]. Nar c¢icegi diyabetin tedavisinde
kullanildig1r belirtilmektedir. Nar c¢igcegi ekstraktinin normal ve alloxan ile diyabet
olusturulmus ratlarda hipoglisemik etkisinin oldugu rapor edilmistir [65]. Son zamanlarda
nar ¢iceginin ratlarda posprandial hiperglisemiyi ve glukoz toleransini diizenledigi
bulunmustur [136]. Bununla birlikte, narin ve nar ¢iceginin lipid metabolizmasinin
diizenlenmesiyle ilgili etkisi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Calisma da Punica
granatum’un c¢iceklerinin ekstraktlarinin diyabetin tedavisinde antihiperglisemik etkisinin
oldugu rapor edilmistir [ 140].

PPAR-y viicuttaki glukoz metabolizmasinin homeostazisinde 6nemli rol oynar.
PPAR-y’nin etkisi insiilin reseptorlerinin hassasiyetini artirmaya yoneliktir. Nar ¢icegi

ekstraktlarinin PPAR-y geninin ekspresyonunu uyardigi bildirilmektedir.
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Bu calisma gostermistir ki gallic acid, PPAR-y’1n aktivasyonundan ve in vitro
olarak PPAR-y’nin indiiksiyonundan sorumlu olan dogal olarak bitkide bol bulunan ve
antioksidan olarak bilinen tanin yapisinda bir bilesiktir. Gallic asidin antiinflammatory
(iltthap Onleyici) gibi ¢esitli biyolojik ve farmakolijk Ozellikleri rapor edilmistir. Son
olarak nar ekstraktlarinin insanlarda ve atherosklerotik apolipoprotein-E eksikli (yetersiz)
farelerde reaktif oksijen ve azot tlirevlerini temizleyerek oksidasyonu engelledigi ve
boylece atheroskleroz lezyonlarinin olusumunu erteledigi rapor edilmistir [63]. Sonug
olarak bu c¢alismalara gore nar ¢iceginin anti diyabetik etkisi PPAR-y’in aktivasyonu
yoluyladir. Ayn1 zamanda atidiyabetik ve iltihap Onleyici 6zelligi olan tibbi bitkilerde
yaygin olarak bulunan gallik asitin in vitro olarak bu mekanizmadan (PPAR- y’in
aktivasyonu) sorumlu oldugu bulunmustur [63].

Calismamiz nar ¢igeginin antioksidan etki gosterecegi dozlarda deneysel olarak
STZ ile diyabet olusturulmus ratlara verilmesi ve diyabetin beyinde olusturdugu oksidatif
hasar1 Onlemesi ve antihiperglisemik etkisinin oldugunun saptanmasi {izerinedir. Rat
beyninde oOzellikle hipokampusta diyabetin olusturdugu semptomlarin hafizay1r ve
o0grenmeyi ne kadar etkiledigi ve antioksidan etkisi olan nar ¢i¢eginin bu hasar1 hangi
dozlarda ne kadar 6nledigi arastirildi.

Ogrenme ve hafiza bozuklugu, nérogenezisteki bozukluklardan kaynaklanabilir. Bu
olasilig1 test etmek i¢in astrosit maturasyon belirteci olan GFAP protein diizeyine bakildi.
Astrositik hiicrelerden baslangigcta vimentin sentezlenir, ancak astrositler olgunlastikca
GFAP sentezi agirlik kazanir [121]. Calismamizda STZ ile olusturulmus diyabet grubunda
GFAP ekspresyonunun arttig1 tespit edildi. Literatiirlerde taramalarinda bu durum
gosterilmistir [10]. GFAP’nin 49 kDa’lik esas bandi kontrole gore anlamli olarak daha
ylksek bulundu. Antioksidan madde igeren ve bunu igerisindeki polifenolik bilesikler ve
flavonoidler sayesinde saglayan nar ¢igegi uyguladigimiz STZ gruplarinda anlamli olarak
GFAP protein ekspresyonlarinin gittik¢e azaldigi, STZ+NC-III grubunun kontrol grubuna
en yakin sonugu verdigi goriilmiistiir. STZ grubundaki GFAP protein sentezinin kontrol
grubuna gore artmasi, diger nar ¢icegi verilen gruplarin STZ grubuna gore azalmasi

norogenezisteki bozukluklarin kismen diizeldigini diislindiiriiyor.
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Calismamiz STZ ile diyabet olusturulmus gruplara degisik dozlarda nar ¢igegi
uygulamasi ve buna bagli olarak beyin dokusunda GFAP degisikliklerini, bunlarin
ogrenme ile iliskisini ve nar ¢igegini koruyucu etkisini arastiran ilk ¢alismadir.

Serbest bir stilfidril grubuna sahip olan indirgenmis GSH, hiicre i¢i bir siilfidril
tamponu olarak etkilidir ve hiicreleri oksidatif ve toksik etkilere kars1 korur.LPO sonucu
aciga cikan drlinler, membran permeabilitesini ve mikroviskozitesini Onemli Olciide
etkilemektedir [152]. Kronik hiperglisemi LPO, protein oksidasyonu ve deoksiriboniikleik
asit oksidasyonu gibi artmis oksidatif stres belirteclerine eslik eder [141]. Yapilan
caligmalarda, diyabetik si¢anlarin ¢esitli beyin bolgelerinde LPO seviyeleri yiiksek, GSH
seviyeleri diisiik bulunmustur [151]. Vitamin E, melatonin ve gabapentin ile tedavi edilen
diyabetik sicanlarda LPO seviyeleri, tedavi edilmeyen diyabetik gruba gore daha diisiik,
GSH seviyeleri ise daha yiiksek bulunmustur [142]. Morris Water Maze testinde yiiksek
LPO ve diisik GSH seviyeleri olan siganlarin 6grenmeleri kontrol grubuna gore daha
bozuk bulunmustur [13]. Bu bulgular artmis oksidatif stresin 6grenme ve hafizay1
etkileyebilecegi fikrini verebilir.

Biz calismamizda da diyabet (STZ) grubunda LPO seviyelerini kontrol grubuna
gore yliksek tespit edildi. Beynin hipokampus bdlgesindeki LPO (MDA+4-HDA)
diizeyleri nar ¢icegi verilen diyabetik gruplara yani STZ+Nar ¢icegi-I, STZ+Nar ¢icegi-II,
STZ+Nar ¢igegi-IIl gruplarma uygulanmast ile diyabet grubundaki artmis lipid
peroksidasyonu azalttifi kontrol grubuna en yakin sonuglarin STZ+Nar cigegi-II ve
STZ+Nar ¢igegi-III gruplarina ait oldugunu tespit edildi. Bu nedenle diyabetin olusturdugu
hasarin ve lipid peroksidasyon artisinin disaridan yani eksojen olarak alinan
antioksidanlarla azalabilecegi nar ¢i¢eginin bu konuda etkili bir antioksidan oldugu ve
antioksidan savunma sistemini giiclendirdigi sonucuna varilabilir. GSH seviyeleri ise
diyabetik grupta kontrol grubuna gore diisiikk bulundu. Nar ¢icegi uygulanmasi ile diyabetik
gruptaki GSH seviyelerinde kismen artig gozlendi. Kontrol grubuyla STZ+Nar ¢icegi-II ve
STZ+Nar ¢icegi-III gruplar1 arasindaki GSH seviyelerinde anlamli bir farkin olmadigi
tespit edildi. Nar ¢icegi verilen diyabetik gruplarin 6zellikle STZ+Nar ¢icegi-III grubunun

GSH seviyesinin yiikseldigi en ideal dozun bu grupta verildigi saptandi.
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Bu durum bize diyabetli hastalarin eksojen olarak alacaklar1 antioksidan igerikli
bitkilerin 6zellikle nar ¢igeginin tespit edilen dozda, oksidatif stresin zararl etkilerine kars1
koruyucuolabilecegini gosterebilir. Yaptiklar1 deneysel ¢alismada kontrol grubuna gore
diyabetik grupta goz dokusunda glutatyon peroksidazin aktivitesinin 4. haftadan sonra
onemli derecede azaldigini belirtmiglerdir. Diyabet grubunun glutatyon peroksidaz enzimi
aktivitesi 0.028 U/mg protein iken 8. haftada bu deger 0.0099 U/mg protein olarak
Olciilmiistiir. 8. haftada glutatyon peroksidazin aktivitesi ortalama olarak iicte bir oraninda
azaldiginm tespit etmislerdir [143]. Hiicrelerdeki antioksidan sistem katalaz, glutatyon
peroksidaz ve siiper oksidaz gibi enzimleri icermektedir. Bu sistemin aktif hale gecmesi ya
da antioksidan seviyesini yiikseltmek i¢in antioksidan madde igeren bunuda igerisindeki
bilesikler sayesinde saglayan nar cicegi gibi antioksidan bitkilerle fitoterapi uygulanarak
oksidatif hasarin 6nlenmesi gerekmektedir. Nar cigegi ekstraklarinin serbest radikalleri
uzaklastirdigi ve makrofaj oksidatif stresini ve hayvanlardaki lipid peroksidasyonunu
azaltigimi ve ayrica yash insanlarda plasma antioksidan kapasitesini artirdigi ifade
edilmektedir. Ratlarla yapilan ¢alismalarda nar ¢igeginden elde edilen ekstrakt peritoneal
makrofajlardaki oksidatif stresi % 19, hiicresel lipid peroksidasyonu % 42 azalttig1 ve
ayrica glutatyon seviyesini de % 53 oraninda artirtig1 tespit edilmistir [153].

Hipokampusun onemli gorevlerinden birisi, primer bellegin (kisa siireli bellek)
sekonder bellege (uzun siireli, sabit bellek) cevrilmesine neden olan yapilanmay1
saglamaktir. Bazi bilgileri kalict deponun yer aldigi uzun siireli bellegin depo alanlarina
tagir. Mekanizmasi tam olarak bilinmese de hipokampus olmadan uzun siireli bellegin
pekistirilmesi miimkiin olmamaktadir. Ayrica sag hipokampus gorsel, sol hipokampus ise
sozel hafiza ile ilgili fonksiyonlarda daha fazla aktivite gdstermekte ve bu bdlgelerin
lezyonlarinda da ilgili hafizalarda kayip gelismektedir [146].

Diyabetik hastalarda, 1limli bir serebral atrofi, beyin sap1 lezyonlar1 ve subkortikal
lezyonlarda artis bildirilmistir [15]. Yetiskinlerde, DM ile birlikte orta diizeyde 6grenme ve
hafiza bozuklugu da gorilmektedir [38]. Kronik hiperglisemi boyunca DM, bilissel
bozukluga neden olmaktadir. Diyabetik hastalarda, serebral bozukluk gelismesi tam bir
glisemik kontrol ile geciktirilebilir. Ancak olusan degisikliklerin geri doniisiimiiniin olup

olmayacag1 acik degildir.
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Diyabetin c¢esitli doku ve organlarda hasara neden oldugu bilinmektedir. Sinir
sisteminde, 6zellikle merkezi sinir sisteminde yaptig1 hasar nedeni ile bilissel fonksiyonlar
bozdugu da bildirilmektedir [8]. STZ ile diyabet olusturulan ratlarda Morris su tankinda
yer bulma 6grenmesi test edilerek benzer sonuclar elde edilmis ve diyabete bagli olarak
gelisen doku hasar1 ve serebral kan akimi degisikliklerinin bilissel fonksiyonlarin
bozulmasindan sorumlu olabilecegi ileri siiriilmiistiir [3, 147].

Diyabetin hipokampusda bulunan néronal yapilarda norotransmitter salgilanmasi ve
norotransmitterilerin reseptorlerle kombinasyonu diizeyinde kimyasal, yapisal ve
fonksiyonel ¢esitli bozulmalara ve noronal apoptozise neden olarak biligsel fonksiyonlari
bozdugu bildirilmistir [148].

Literatiirde diyabetik ratlarda serebral kan akiminin azaldigi ve serebral
disfonksiyon gelismesinde vaskiilopatinin etkili oldugu bildirilmis ve ratlarda Water Mazz
testinde 6grenme performansinda goriilen bozulma bu durum ile iliskilendirilmistir [150].

Calismamizda Water Maze Testi yaptiimiz her bes grupta platformu bulma
stirelerinin, STZ grubunda uzun kontrol grubunda daha kisa nar ¢igegi verilen gruplarda
dozu artirtikga kontrol grubuna yakin oldugu tespit edildi. Bu nedenle diyabetik ratlarin
hafizalarinin kontrol grubuna gore daha kotii oldugunu ve diyabetik ratlara nar ¢icegi
verilmesinin hafiza bozuklugunu kismen diizelttigini gozlemledik. Her bes grubun
giinlerdeki platformu bulmak i¢in katedilen yiizme mesafesinin STZ grubunda uzun oldugu
nar cicegi verildik¢e yiizme mesafesinin kisaldigi tespit edildi. Bundan dolay1 nar ¢igegi
verilen gruplarin 6grenme performanslarinin arttig1 ve hafizay:1 kuvvetlendirdigi belirlendi.
Bu bulgular, diyabetin bozulan performansina etkisinin sensorimotor defisitlerden ¢ok
bilissel bozukluklara bagli oldugunu gostermistir. Bu durum platformun lokalize oldugu
hedef kuadranda gecirdikleri zamanin yiizdesi olarak verilen degerlerde nar ¢icegi verilen
gruplarin STZ grubuna gore daha ¢ok kalmasi ve hedef kuadrana giris sayilariin nar
cicegi verilen gruplarda artisi ile ispatlandi.

Sicanlarda diyabetin biligsel fonksiyonlara etkisini arastiran Papovic ve arkadaslari
[148], STZ enjeksiyonunu takiben 1.8. ve 14. giinlerde gelisen diyabetin 68renme

performansini azalttig1 yoniinde sonuclar elde etmisler.
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Ogrenme performansindaki azalmanin zamana bagl olarak hipokampusdaki
ndronal ve sinaptik bozulmaya paralel gelistigini, ancak bozulmanin insiilin tedavisi ile
iligkili olarak geri dondiigiinii bildirmiglerdir.

Literatiirdeki diger bir¢ok arastirma da diyabete bagli olarak 6grenme ve bellegin
komponentleri lizerinde ortaya ¢ikan zayiflamanin, beynin 6grenmede rol alan hipokampus
vb. bolgelerinde zamana bagl olarak olusan nérokimyasal degisikliklerle iligkili oldugunu
ortaya koymaktadir [149,150].

Calismamizda STZ grubundaki WMZ sonuglar1 literatiirdeki c¢alismalarla bu
yorumumuzu destekler konumdadir ve STZ grubuna verilen nar ¢iceginin biligsel

Sonug olarak STZ verilen ratlarda 6grenme ve bellek fonksiyonlart bozulmakta,
diyabetin serbest radikaller ve oksidan aktivitenin artmasi ile verdigi zararlar ve oksidatif
hasar sonucu GFAP protein ekspresyonu ve lipid peroksidasyonu artmakta, glutatyon
miktar1 ise azalmaktadir sonu¢ olarak antioksidan savunma sistemi bozulmaktadir.
Diyabetin meydana getirdigi oksidatif hasarin engellenmesi igin antioksidan igerigi
bakimindan zengin polifenolik bilesikler ve flavonoidler iceren nar c¢icegi belirtilen
fonksiyonlarmi kismen diizeltigi GFAP protein ekspresyonunu ve lipid peroksidasyonunu
azalttigr ve GSH’1 yiikseltigi tespit edildi.

Ayrica diyabetden kaynaklanan reaktif oksijen radikallerinin olusumunu, nar
ciceginin antioksidan sistemine igerigindeki polifenolik bilesikler ve flavonoidlerle etki
ederek kismen azalttigi goézlenmistir. Tiim bu Ol¢limler diyabet nedeniyle meydana
gelebilecek noronal degisikliklerin  mekanizmasini agiklayacak son derece Onemli
kriterlerdir. Sonu¢ olarak diyabet ile ilgili norodejeneratif ve biligsel fonksiyon
bozukluklarinin olusturdugu hasarlarin beslenmede kullanacagimiz nar cigegiyle kismen
diizelebilecegi kanisi olusmustur. Bu sonuclar nar ¢iceginin diyabetin tedavisi ve
olusturdugu hasarlardan korunma yontemlerinin gelistirilmesine onemli katki saglayacagi
gostermektedir. Ozellikle bilimsel ¢alismalarla elde ettigimiz verilerin diyabetin
komplikasyonlarinin 6nlenmesinde kullanilan alternatif tibba bilimsel bir bakis acist

kazandirdig diisiincesindeyiz.
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